POTENCIAL TOXICO DE DENTIFRICIOS:

AVALIACAO COMPARATIVA ENTRE O TESTE

DE IRRITACAO DA MUCOSA ORAL EM
HAMSTERS E O METODO HET-CAM

TOXIC POTENTIAL OF DENTIFRICES:

COMPARATIVE EVALUATION BETWEEN ORAL
MUCOSAL HAMSTER IRRITATION TEST AND

HET-CAM

RESUMO

Certos ensaios toxicolégicos utilizados no controle de qualidade de produtos tém sido ques-
tionados por grupos defensores do bem estar animal por levarem ao sacrificio e ao sofrimen-
to de um numero significativo de animais. Além de implicagdes éticas, a busca por métodos
alternativos € uma questao de grande relevancia para os laboratérios oficiais de controle da
qualidade. Neste contexto, o método HET-CAM (Hens Egg Test-Chorion Allantoic Membra-
ne) vem sendo estudado como modelo alternativo ao teste de irritagdo ocular em coelhos.
No entanto, estudos que busquem avaliar a relagdo entre os efeitos irritantes induzidos in
vivo em outras mucosas, como por exemplo a mucosa oral, e o HET-CAM s&o ainda escas-
sos. Assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial preditivo do modelo
HET-CAM em relagéo ao teste de irritagcdo de mucosa oral em hamsters preconizado pela
norma ISO 10.993 - Parte 10. Foram analisados dentifricios de uso adulto, apreendidos por
Secretarias Estaduais ou Municipais de Saude, e de uso infantil, adquiridos comercialmente
no municipio do Rio de Janeiro, comparando os resultados obtidos em ensaio in vivo com
aqueles obtidos no método HET-CAM. Os produtos testados no modelo HET-CAM foram
analisados a 10% e 100%. Nossos dados demonstraram que quando testados diluidos a
10%, os produtos apresentaram resultados mais proximos aqueles obtidos no teste in vivo.
Nestas condicdes experimentais, o modelo HET-CAM apresentou precisdo de 85%, sen-
sibilidade de 100% e especificidade de 50% em relagédo ao ensaio in vivo. A tendéncia do
HET-CAM em superestimar resultados quando comparado ao modelo animal foi confirmada.

Palavras-chave: Irritacédo. Dentifricios. Toxicidade in vitro. Controle da Qualidade. Métodos
Alternativos. Vigilancia Sanitaria.

ABSTRACT

Animal welfare groups criticize some toxicological assays, applied in the quality control of
products because of the suffering of a considerable number of animals. Apart from the ethi-
cal reasons, the search for alternative methods is a matter of great relevance to the official
quality control laboratories. The HET-CAM method (Hens Egg Test-Chorion Allantonic Mem-
brane) is under study as an alternative for the Draize eye irritation test, which is normally
performed in rabbits. However, studies that seek to evaluate the relationship between the
effects induced in vivo in other mucous membranes - such as oral mucosa - and the HET-
CAM are scarce. In this logic, the present study aimed to evaluate the predictive potential
of the HET-CAM model in relation to the oral mucosa irritation test performed in hamsters,
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as established by ISO 10.993 - Part 10. Adult’s dentifrices, apprehended by the Secretary
of Health from Rio de Janeiro, as well as infant’s dentifrices, commercially purchased in the
municipality of Rio de Janeiro, were analysied, comparing the results obtained in vivo with
those obtained in the HET-CAM assay. The products were tested in vitro pure (100%) and
diluted at 10%. Our data showed that when test products were diluted at 10%, the results
correlate better to those obtained in the in vivo test. At these experimental conditions, the
HET-CAM model has achieved an accuracy of 85%, a sensitivity of 100% and a specificity of
50% in relation to the in vivo model. The tendency of the HET-CAM to overestimate results

in comparison to the animal model was confirmed.

Keywords: Irritation. Dentifrices. in vitro Toxicity. Quality Control. Alternative Methods. Sa-

nitary Surveillance.

INTRODUGAO

O ovo embrionado de galinha foi inicialmente utilizado
no meio cientifico como teste toxicoldégico para obtengao
de informagdes sobre embriotoxicidade, teratogenicidade e
toxicidade sistémica (LUEPKE; KEMPER, 1986). A partir de
entéo foi desenvolvido o método HET-CAM (do inglés, Hens
Egg Test - Chorion Allantoide Membrane), que passou a ser
também empregado como método alternativo ao teste de ir-
ritacdo ocular em coelhos (WORTH; BALLS, 2001; WORTH,;
CRONIN, 2001). Neste contexto, podemos destacar um nu-
mero consideravel de investigagcdes (HAGINO et al 1999; NO-
BREGA et al 2012; SCHEEL et al 2011; STEILING et al 1999;
VINARDELL; MITJANS, 2006). No entanto, estudos que bus-
quem avaliar a relagédo entre os efeitos induzidos in vivo em
outras mucosas, como por exemplo, a mucosa oral € o méto-
do HET-CAM séo escassos e se justificam, sobretudo, devido
a absoluta auséncia de metodologias in vitro para avaliagdo
deste tipo de desfecho toxicoldgico.

O teste de irritagdo da mucosa oral, descrito na norma
ISO 10.993 - Parte 10 referente a avaliagdo da seguranga
de produtos para saude (INTERNATIONAL ORGANIZATION
FOR STANDARDIZATION, 2010a) consiste na aplicagdo do
produto em questdo na bolsa gutural de hamsters e poste-
rior analise macroscopica e anatomo-histolégica do epitélio
estratificado desta mucosa. Em contraste com os testes de
irritacdo dérmica e irritacdo ocular de Draize (DRAIZE; WOO-
DDARD; CALVERY, 1944), o teste de irritacdo da mucosa oral
em hamsters é pouco reportado na literatura cientifica. No
entanto, sob o ponto de vista da avaliagdo do risco a saude
humana, é de grande relevancia a avaliagdo de seguranca de
artigos de higiene dental e bucal, tanto devido a significati-
va frequéncia de uso desta classe de produtos por parte da
populagdo em geral, quanto pelos relatos de desvio da qua-
lidade de dentifricios no cendrio nacional; desvios estes que
levaram a denuncias de agravos a saide como queimaduras,
edema e demais processos inflamatérios na mucosa oral de
consumidores, culminando na suspensao de uso e comercia-
lizacdo de alguns produtos em todo territério nacional (BRA-
SIL, 20032, 2003b).
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Neste contexto, o presente estudo pretende contribuir
para uma maior compreensao da aplicabilidade do método
HET-CAM como um modelo alternativo ao teste da mucosa
oral em hamsters na avaliagao do potencial irritante de artigos
de higiene bucal.

MATERIAIS E METODOS

Foram analisadas 20 amostras de dentifricios de uso adul-
to e infantil (Tabela 1).

Os produtos da linha adulta foram apreendidos por Se-
cretarias Estaduais ou Municipais de Saude e ingressaram no
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (IN-
CQS) a partir de denuncias de agravos a saude bucal de seus
consumidores. Ja os produtos da linha infantil foram adquiri-
dos comercialmente no municipio do Rio de Janeiro.

Teste da irritacao da mucosa oral em hamster

O teste foi realizado conforme preconizado pela I1ISO
10.993 - Parte 10 (INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR
STANDARDIZATION, 2010a) e aprovado pelo Comité de Etica
em Uso Animal (CEUA) da Fiocruz. Foram utilizados hamsters
provenientes do Centro de Criagdo de Animais de Laboratério
- Cecal/Fiocruz (N=5/produto). O produto (0,5 mL) foi aplica-
do na bolsa gutural direita de cada animal por quatro vezes,
com intervalo de 1 hora entre cada aplicacdo. Antes de cada
aplicacao, a bolsa gutural direita de cada animal foi examina-
da macroscopicamente e as alteragdes ocorridas na mucosa
foram registradas para o controle do ensaio. A observacgéao de
lesbes severas nesse exame inviabiliza o prosseguimento do
teste. Um grupo controle (N=5) permaneceu sem tratamento.
Vinte quatro horas apds o término do tratamento fez-se a ulti-
ma leitura macroscopica e os animais foram entéo eutanasia-
dos por inalagé@o de CO, e as bolsas guturais foram retiradas
e fixadas em formalina a 10% tamponada, processadas para
corte em parafina, cortadas em secg¢des de 5 micra e coradas
com hematoxilina-eosina para serem submetidas a analise
microscopica.
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Tabela 1. Composicao dos dentifricios

Amostra | Fabricante | Composicéo

D701 F1 1500ppm de Fldor, agua desmineralizada, alcool etilico, aroma de menta, carbonato de calcio, carboximetilcelulose, glicerina, lauril sulfato de sodio,
metilparabeno, sacarina sddica, silicato de sodio, sorbitol, monofluorfosfato de sddio

DT02 F1 Idem DTO1

DT03 F1 Idem DTO1

DT04 Fil Idem DTO1

DT05 F1 Idem DTO1

D706 Fo 1500ppm de fldor; bicarbonato de sddio, glicerina, sorbitol, carbonato de calcio, lauril sulfato de sddio, carboximetilcelulose, composi¢ao aromatica,
4gua, monofluorfosfato de sodio

D707 F3 1200 ppm de fltior, sorbitol, carboximetilcelulose, carbonato de calcio, lauril sulfato de sddio, sacarina sédica, composicdo aromética, formaldeido,
agua, monofluorfosfato de Sodio

prog | F3 Idem DTO7

DT09 F1 Idem DTO1

DT10 F1 Idem DTO1

DT F4 1100 ppm de fldor, sorbitol, dgua, silica, polietilenoglicol 600, carboximetilcelulose, lauril sulfato de sodio, composicéo aromética, sacarina sddica,
fluoreto de sodio, corantes: Cl 77891, Cl 77019, Cl 42090, Cl 47005
500ppm de fltor, sorbitol, dgua, silica, polietilenoglicol, carboximetilcelulose, lauril sulfato de sodio, composigéo aromética, sacarina sodica, Cl42090,

DT12 F4 Ja
fluoreto de sodio

DT13 F5 1100 ppm de fltior, 4gua desmineralizada, carbonato de célcio, sorbitol, aroma artificial de morango, lauril sulfato de sddio, carboximetilcelulose,
sacarina sddica, benzoato de sodio, agua, Cl 14720, monofluorfosfato de sédio

DT14 F4 1100 ppm de fldor, sorbitol, silica, lauril sulfato de sédio, polietilenoglicol, carboximetilcelulose, sacarina sodica, composicdo aromatica, fluoreto de
sodio, corantes: Cl 42090, Cl 77019, Cl 77891

D715 6 Glicerina, sorbitol, dgua desmineralizada, silica, PEG-400, lauril sulfato de sddio, aroma menta, benzoato de sddio, goma-celulose, sacarina sodica, Cl
19140, Cl 42090 (ndo contém fltior)

DT16 3 1100 ppm de fldor, sorbitol, carboximetilcelulose, dioxido de silicio, PEG-400, lauril sulfato de sédio, sacarina sodica, composigao aromatica, Cl
45.430, Cl 77.019, Cl 77.891, formaldeido, agua, fluoreto de sodio

DTH7 7 1000 ppm de fldior, carbonato de célcio, lauril sulfato de sodio, sacarina sddica, didxido de silicio, sorbitol, carboximetilcelulose, metil e propil
parabenos, composigao aromatica, Cl 16.255, 4gua, monofluorfosfato de sodio

DT18 F8 Benzoato de sddio, carboximetilcelulose, didxido de silicio, esséncia de tutti-fruti, extrato de malva, glicerina, sarcosil, sorbitol, sucralose, xilitol, 4gua
desmineralizada, Cl 45.430 (n&o contém flor)

D719 3 1100 ppm de fltor, sorbitol, carboximetilcelulose, didxido de silicio, PEG-400, lauril sulfato de sddio, sacarina sddica, composicao aromatica, Cl
45.430, Cl 77.019, Cl 77.891, formaldeido, agua, fluoreto de sédio

D720 3 1100 ppm de fldor, sorbitol, carboximetilcelulose, dioxido de silicio, lauril sulfato de sodio, sacarina sddica, composicao aromatica, Cl 42.090, Cl
77.019, Cl 77.891, PEG-400, formaldeido, &gua, fluoreto de sddio

DTO1 a DT10: Cremes dentais de uso adulto.
DT11 a DT20: géis dentais de uso infantil.

Analise microscopica

Os efeitos irritantes ocorridos na mucosa oral foram avalia-
dos com base no sistema de classificagdo microscépica para
reacoes no tecido da mucosa oral descrita na ISO 10.993-
Parte 10 (INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR STANDAR-
DIZATION, 2010a). Os escores encontrados na avaliagdo mi-
croscoépica de todos os animais foram somados e divididos
pelo numero de observagdes para se obter a média de cada
grupo de animais (controle e teste). O indice de irritagdo (li) foi
obtido subtraindo a média dos escores dos animais tratados
pela média dos escores dos controles [li = (Média dos animais
tratados) — (Média do controle)]. O teste da irritagcdo da muco-
sa oral em hamster permite as seguintes classificagbes: ndo
irritante (NI = 0,0 a 0,99), irritante minimo (IMin = 1,0 a 4,99),
irritante leve (IL = 5,0 a 8,99), irritante moderado (IM = 9,0 a
11,99) ou irritante severo (12,0 a 16,0).
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Método HET-CAM

A metodologia utilizada esta descrita no Journal Offi-
ciel de la Republique Francaise (FRANCE, 1996) relativa
ao método oficial de avaliagdo do potencial irritante por
aplicacéo sobre a membrana corion-alantoide (MCA) do
ovo embrionado de galinha, tendo como principio a ob-
servacdo dos efeitos irritantes (hiperemia, hemorragia, co-
agulacéo/opacidade) induzidos por substancias quimicas
ou produtos acabados quando em contato com a MCA no
décimo dia de incubacéo.

Foram utilizados, para cada produto, quatro ovos SPF
(do inglés, Specific Pathogen Free) fertilizados de galinha da
raga Leghorn, provenientes da Granja Resende S/A (Uber-
landia — MG), pesando entre 50 e 60 gramas. Os ovos foram
pesados, identificados e incubados por 10 dias a tempera-
tura de 37 = 0,5°C e umidade relativa de aproximadamente
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70%. No 10° dia de incubacgéo, retirou-se a casca de cada
ovo. A membrana da casca foi umidificada com solugéo sa-
lina a 0,9% a 37°C e a membrana da casca foi removida
expondo a MCA. Aplicou-se 0,3 mL do produto, mantido a
37°C sobre a MCA e apés 20 segundos de contato, retirou-
-se o produto com 5 mL de solugéo salina a 37°C. Todos os
produtos foram testados puros € a 10%. A MCA foi entédo
examinada e graduada para os efeitos irritantes observados
no periodo de 5 minutos, conforme escala de Luepke (LUE-
PKE; KEMPER, 1986). O método HET-CAM permite as se-
guintes classificagdes: néo irritante (NI = 0,0 a 0,99), irritante
leve (IL = 1,0 a 4,99), irritante moderado (IM = 5,0 a 8,99) ou
irritante severo (IS = 9,0 a 21,0).

Analise estatistica

A partir da elaboragédo de uma tabela de contingéncia,
foram obtidos dados sobre o potencial preditivo do ensaio
HET-CAM em relagdo ao ensaio in vivo, tais como: i. sensi-
bilidade (capacidade do método in vitro detectar produtos
irritantes), ii. especificidade (capacidade do método in vi-
tro detectar produtos nao irritantes) e jii. precisdo (capa-
cidade do método in vitro fornecer os mesmos resultados
que o teste in vivo), observando-se ainda a frequéncia de
concordancia e discordancia de resultados entre os dois
ensaios em questao.

RESULTADOS

Teste da irritacdo da mucosa oral em hamster

Todos os dez produtos da linha adulta (DT01 e DT10)
foram considerados irritantes no teste in vivo (Tabela 2).
Para esta classe de produtos o indice de irritagao (li) va-
riou entre 6,50 a 14,25. E importante ressaltar que neste
estudo, ndo ha produtos de um mesmo lote e que todos
os produtos de uso adulto foram apreendidos em loca-
lidades e ocasides diferentes. Sete dentifricios de uso
adulto foram produzidos pelo mesmo fabricante (F1) e
apresentam formulagdes idénticas, conforme mostra a
Tabela 1. Apesar de conterem a mesma formulacéo, os
valores de pH e o grau de severidade das reagbes in-
duzidas em hamsters variaram significativamente entre
os diferentes lotes avaliados. Os cremes dentais da linha
adulta apresentaram pH entre 8,80 e 10,80. O pH é uma
caracteristica importante dos dentifricios e, de acordo
com a norma internacional ISO 11.609 (INTERNATIONAL
ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION, 2010b), deve
estar dentro de uma faixa considerada de seguranca,
compreendida entre 4,50 e 10,50.

Ao contrario do que foi observado para produtos de
uso adulto, nenhum produto da linha infantil (DT11 a DT20)
apresentou valor de indice de irritagédo (li) maior que 8,00,
tendo apresentado ainda faixa de pH entre 5,25 e 8,09.
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Grau de preditibilidade do método HET-CAM em
relacao ao teste da irritacido da mucosa oral em
hamsters

Considerando a baixa incidéncia de produtos nao irri-
tantes in vivo neste estudo (N=2), optamos por nido avaliar a
preditibilidade do ensaio HET-CAM para produtos “nao irri-
tantes”, e sim para produtos com “baixo potencial irritante”.
Agrupamos, assim, todos os produtos ndo irritantes (li < 0,99)
e irritantes minimos (li =1,0 a 4,99) em um novo grupo deno-
minado baixo potencial irritante (BPI), estipulando novo ponto
de corte de li < 4,99. Desta maneira, consideramos produtos
BPI todo e qualquer produto que tenha produzido escores in
vivo ou in vitro menores ou iguais a 4,99 (BPI = li < 4,99).

Foi, entdo, montada uma tabela de contingéncia, levando-
-se em consideragao os resultados obtidos no modelo in vivo
e os resultados obtidos com produtos testados puros e dilui-
dos a 10% no HET-CAM (Tabela 3). Calculou-se, assim a sen-
sibilidade, a especificidade e a precisdo do método HET-CAM
com relacdo aos resultados obtidos no modelo animal, como
pode ser observado na Tabela 4. Com isso, observamos que
os produtos testados diluidos a 10% apresentaram classifica-
¢oes mais proximas aquelas obtidas no teste in vivo do que
quando testados puros. A precisdo do método HET-CAM foi
de 85%, a sensibilidade de 100%, e a especificidade de 50%,
quando o produto foi testado diluido a 10%. Estes valores
caem para 70% (precisao) e 0% (especificidade), mantendo
100% de sensibilidade, quando tais produtos foram testados
a 100%. No caso especifico de dentifricios, vale ainda ressal-
tar a dificuldade encontrada pelos analistas para realizagéo
das analises com os produtos puros. A natureza dos cremes
e géis dentais (i.e. viscosidade, coloracdo e opacidade) difi-
culta enormemente as leituras dos fendmenos induzidos na
membrana corion-alantoide. Esta dificuldade foi contornada
com todos os produtos quando estes foram diluidos a 10%.

Os produtos de uso infantil DT14, DT15 e DT20 foram con-
siderados de baixo potencial irritante in vivo, pois apresenta-
ram valores de li < 4,99 no ensaio em hamster (li = 2,25, 1,50
e 2,50, respectivamente), porém na membrana cérion-alantoi-
de estes mesmos produtos induziram efeitos que levaram a
li > 4,99, tendo sido, portanto, considerados falso-positivos.
Deve-se, no entanto, considerar que dentre os produtos clas-
sificados como BPI in vivo, estes foram exatamente os trés
que apresentaram os maiores valores de indice de irritacdo
(Tabela 2).

DISCUSSAO

A avaliagdo macroscoépica no ensaio in vivo das alteragbes
causadas pelos produtos 24 horas ap6és a ultima aplicagdo
demonstrou que os produtos que apresentaram li £ 4,99 in-
duziram apenas reagdo congestiva dos vasos da mucosa da
bolsa gutural. Ja os produtos que apresentaram li >4,99 cau-
saram congestao, sialorreia e descamacao epitelial. A analise
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Tabela 2. Resultados do teste da irritacao da mucosa oral em hamsters e do método HET-CAM

in vivo in vitro
Cod. pH l Classif. li (10%) Classif. '('1 00%) Classifi.
DTO1 10,80 14,25 Irritante 7,58 Irritante 15,50 Irritante
DT02 9,70 11,75 Irritante 8,00 Irritante 10,40 Irritante
DT03 9,90 12,75 Irritante 7,87 rritante 13,00 Irritante
DT04 9,10 9,00 Irritante 7,93 Irritante 11,25 Irritante
DT05 8,90 é 9,25 Irritante 8,00 Irritante 10,50 Irritante
DT06 9,30 U 8,00 Irritante 8,50 Irritante 13,25 Irritante
D107 9,86 % 10,25 Irritante 7,58 Irritante 12,00 Iritante
DT08 9,75 0 6,50 Irritante 6,75 Irritante 9,50 Irritante
DT09 8,80 12,50 Irritante 8,00 Irritante 10,00 Irritante
DT10 8,90 7,00 Irritante 8,00 Irritante 8,50 Irritante
DT11 6,72 0,25 BPI 2,17 BPI 9,00 Irritante
DT12 6,97 1,25 BPI 3,48 BPI 8,75 Irritante
DT13 8,09 8,00 Irritante 8,00 Irritante 10,00 Irritante
DT14 6,90 | 2,25 BPI 8,00 Irritante 11,25 rritante
DT15 5,25 E 1,50 BPI 7,75 Irritante 10,50 Irritante
DT16 7,05 ﬁ 6,00 Irritante 8,00 Irritante 15,00 Irritante
DT17 7,97 IT 8,00 Irritante 7,08 Irritante 11,00 Irritante
DT18 6,23 L 0,50 BPI 3,42 BPI 11,25 Irritante
DT19 6,52 7,75 Irritante 8,17 Irritante 8,25 Irritante
DT20 6,68 2,50 BPI 8,00 Irritante 9,50 Irritante

Ii*; Indice de lrritagao. Ponto de corte: BPI = li < 4,99

Tabela 3. Tabela de contingéncia

Classificacéo in vivo
Classificacao in vitro BPI* Irritante
Produtos a 10% BPI* 3 0
Irritante 3 14
Produtos a 100% BPI* 0 0
Irritante 6 14

* BPI: Baixo Potencial Irritante, i.e. produtos que apresentaram li < 4,99
(NI'e IMin).

Tabela 4. Potencial preditivo do método HET-CAM em relagéo ao
teste da membrana oral em hamsters

HET-CAM
Produtos a 10% Produtos a 100%
Sensibilidade 100% 100%
Especificidade | 50% 0%
Precisao 85% 70%
Falso Negativos | 0 0
Falso Positivos | 3 (15%) 6 (30%)
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dos fendbmenos microscopicos apontou - igualmente - para
uma maior similaridade na natureza e severidade dos efeitos
induzidos por produtos minimamente irritantes com os nao
irritantes, do que com os demais grupos irritantes (IL, IM, 1S).

Além disso, deve-se considerar que na maioria dos tes-
tes preditivos, as condigdes de exposicdo dos animais sdo
maximizadas se comparadas com a situacdo real de expo-
sicdo do homem. Esta situacdo - observada nos testes de
dermosensibilizagdo (como e.g. no Teste de Buehler e Teste
de Maximizacdo) e nos testes de irritagcdo ocular e dérmica
de Draize - é igualmente observada no teste de irritagdo da
mucosa oral em hamsters (i.e. quatro aplicagdes do produto
em intervalos de 1 hora entre cada aplicagao e a nio retirada/
lavagem imediata do produto). Tal fato aliado a interpretacao
de nossos dados (similaridade da natureza dos efeitos dos
grupos NI e IMin) nos permite concluir que os efeitos induzi-
dos em hamsters por produtos com li entre 0,99 € 4,99 (Imim)
devem ser considerados de menor relevancia em termos de
avaliacédo do risco humano.

Quando comparamos os resultados dos ensaios do pre-
sente estudo (ponto de corte de li < 4,99, para ambos os en-
saios), observamos que o potencial preditivo do HET-CAM é
superior quando os dentifricios sdo testados diluidos. De fato,
uma das limitagdes detectadas em nosso estudo foi o uso de
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produtos ndo diluidos. No entanto, esta dificuldade foi con-
tornada com todos os produtos quando estes foram testa-
dos diluidos a 10% no HET-CAM, apresentando dessa forma,
uma melhor correlagdo com os resultados obtidos no modelo
animal. Confirmou-se, porém, a tendéncia do modelo HET-
-CAM em superestimar resultados obtidos no modelo animal,
ja que mesmo no teste com produtos diluidos a 10%, este
método foi capaz de detectar somente trés dos seis produtos
classificados como produtos com baixo potencial irritante (i.e.
03 resultados falso-positivos).

Dados semelhantes foram obtidos anteriormente (HAGI-
NO et al 1999; NOBREGA et al 2008; NOBREGA et al 2012),
quando se avaliou a correlacdo existente entre o HET-CAM
e o teste de irritagdo ocular de Draize. Um dos aspectos que
pode ser responsavel pela maior sensibilidade do método
HET-CAM, quando comparado ao modelo animal, é o fato
de que neste método aplica-se o produto diretamente na
membrana cérion-alantoide, sem que haja nenhuma barreira
protetora neste tipo de exposigéo. Assim, diante dos resulta-
dos do presente estudo, recomendamos que (i.) os produtos
sejam testados diluidos no método HET-CAM, e (ii.) os resul-
tados obtidos neste método sejam confirmados através de
outros métodos in vitro (e.g. citotoxicidada, RBC, modelos de
orgéos isolados etc.), que avaliam diferentes desfechos para
confirmagao da classificagao irritante.

Por fim, diante do aumento no consumo de produtos cos-
méticos e devido a questdes éticas relacionadas a diminuigdo
do numero de animais em pesquisa cientifica, sobretudo na
avaliacdo da qualidade dessa classe de produtos, os labora-
toérios brasileiros oficiais que controlam a qualidade de produ-
tos sujeitos a Vigilancia Sanitaria devem estar particularmente
atentos ao desenvolvimento, implantacéo e validacédo de me-
todologias alternativas. Mesmo que ndo se possa - com o atual
nivel de conhecimento - substituir totalmente o uso dos ani-
mais por um Unico método in vitro, a criagdo de uma bateria
de testes pode significar uma reducéo substancial no nimero
total de animais usados na avaliagdo de seguranca de certos
produtos. Tal conduta, além de reduzir bastante o nimero de

produtos que deveréo ser testados em animais, minimiza gran-
demente as chances de expor animais a produtos com alto
potencial toxico. A possibilidade de se usar animais somente
para confirmar a auséncia de efeito irritante, significa diminuir
as chances de expor os mesmos ao sofrimento e a dor.

CONCLUSOES

A andlise dos resultados obtidos neste estudo nos permite
concluir que:

() Os dados in vitro se correlacionaram melhor com os
achados macro e microscopicos obtidos no modelo
animal, quando os produtos foram testados a 10% no
HET-CAM do que quando testados puros.

(i) Quanto ao grau de preditibilidade do modelo HET-
-CAM (produto a 10%) em relacéo ao teste de irritagéo
da mucosa oral em hamsters, os seguintes resultados
foram obtidos: sensibilidade = 100%, especificidade =
50% e preciséo = 85%.

(iiiy O método HET-CAM tende a superestimar resultados
obtidos in vivo, indicando que resultados positivos
neste modelo devem ser cuidadosamente analisa-
dos. Como a especificidade do teste foi de 50%, re-
comenda-se, que os produtos considerados positivos
no HET-CAM sejam submetidos a outros ensaios in
vitro (e.g. citotoxicidada, RBC etc) para confirmacao
da classificag&o irritante.
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