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RESUMO

A sociedade cientifica mundial vem sofrendo pressdo para queefsgjmda a
substituicdo de ensai@s vivo por ensaiosn vitro, sendo o teste de irritacdo ocular de Draize
um dos testesn vivo mais fortemente combatidos pelos setores ativistas que lutam pel
promocao e preservacdo do bem estar animal. Como a substituicésteddeeDraize por
metodologia alternativa se mostrou tarefa mais dificil do quenaginava inicialmente,
sobretudo devido ao grande numero de desfechos que esta metodologiaguastigéncias
internacionais de validacdo de metodologia alternativas adotaram amrduta a busca por
uma bateria de ensai@s vitro que possam servir de triagem para avaliagdo do potencial
irritante ocular de produtos e ingredientes. Neste caso, 0 uso daisasiné recomendado,
guando os resultados obtidiosvitro sugerem um baixo potencial irritante. Neste contexto, o
presente estudo objetivou avaliar o grau de preditibilidade do método aeifiQagéo de
Proteinas Totais (QPT) na avaliacdo do potencial citotoxicondeatvos (N=6) e produtos
cosméticos acabados (xampus e condicionadores, N=19). Todos os produtamsvaia
presente estudo foram previamente analisados quanto ao seu poieitaide pela
metodologiain vivo. O testein vitro foi realizado utilizando linhagem celular proveniente de
fibroblasto de embrido de camundongo (3T3) e o corante Azul Brilhaf@ealaassie R-250.

A avaliagdo do coeficiente de variacdo do teste de QPT kiasc&8T3 mostrou um valor de CV%
global de 30,00%Para a comparagédo entre os resultadosivo (MEM) e in vitro (ICsg)
utilizamos o coeficiente de correlacdo de Pearson. Obtivemosoo dal-0,420(p=0,022)

para a correlacdo entre os métodos. A analise entre os valdes @éeMEM das diferentes
estruturas oculares mostrou uma melhor correlacdo do métodwo com lesdes ocorridas

na conjuntiva,do que na iris e cérnedlém disso, observou-se valores de correlacdo de melhor
calibre para tensoativos do que para produtos acaldma.a avaliacdo da preditibilidade do teste
in vitro em relacdo ao test® vivo, estabeleceu-se um ponto de coxat-Of) para a
diferenciacdo de substancia irritantes 5(#@,000 mg/ml) de nao-irritantes @&1,000
mg/ml) no testen vitro. Assim, nas condi¢cdes experimentais do presente estudo, a preciséo do
ensaio foi de 80%, a sensibilidade de 94% e a especificidade de 43%b&3emos
resultados obtidos, podemos concluir que o método de QPT, utilizando o coramte Az
Brilhante de Coomasssie R-250 e linhagem celular 3T3, apresertarncapacidade de
predizer o potencial irritante de produtos isolados (tensoativos), doequediitos acabados
(xampus e condicionadore®mbora o valor de CV% global seja considerado adequado, segundo a
OMS, para ensaios conduzidos com linhagens celulares, a comparagisakeresultados com dados
da literatura demonstra que a utilizacdo de células SIR@i®¥vantajosa em termos de preciséao inter-
ensaio. Também em termos de sensibilidade, especificidadecisdar observamos resultados mais
promissores quando da utilizacdo de células SB@hcluimos ainda, que o teste proposto tem
maior capacidade em predizer o efeito irritante ocorrido na cowguilio que nas outras
estruturas oculares (iris e conjuntiva). Por fim, vale ressgli&ao método apresenta alto grau
de sensibilidade e grau moderado de especificidade e sua utilizagé ser util como teste
adicional a bateria de ensaios com aplicacdo na avaliacdo deddei induzida por produtos
sujeitos a acao da Vigilancia Sanitéaria.
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ABSTRACT

The world scientific community is under pressure to find effectvays to substituta vivo
by in vitro tests. The Draize Eye Test is one of the most disapprioved/o tests by the
animal welfare activists. Since the substitution of the Dr&iye Test by an alternative
method turned out to be a more difficult issue than it was first titputainly due to the great
number of endpoints that this assay is able to quantify, the interiat@idation agencies
for alternative methods adopted, as a conduct, the search foloaisetitro assays, which
might work as a screening for the evaluation of the ocular irrpatential of products and
ingredients. The use of animals would only be recommended if thesrebtdined with then
vitro screening tests indicate a low irritant potential for edetmined substance. In this
context, the main goal of the present study was to evaluate gheedef predictability of the
Total Protein Quantification Methodology (QPT) in the evaluation otitmeoxic potential of
surfactants (n=6) as well as in cosmetics (shampoos and haitiocoed, n=19). All the
evaluated products in this study were previously analymedvo, regarding their irritant
potential. Than vitro test was performed using a cellular lineage derived from esnpuse
fibroblast (3T3) and the dye Blue Brilhant of Coomassie — R 250. THeatiem of the test
variation coefficient (CV%) in 3T3 cells demonstrated a gladb¥Po of 30%. In order to
compare then vivo (MMS) results with the ones obtainéd vitro (ICsg), we applied the
Pearson’s coefficient of correlation. The value obtained for thelatan between the two
methods was —0.420 (p=0.022). The analysis of the 48d MMS values of the different
ocular structures showed a better correlation ofitheitro method with the injuries on the
conjunctive, than with the damage found on the iris or coineaivo. Furthermore, an
enhanced correlation of the vitro versusin vivo method was observed for surfactants, when
compared to whole products. In order to evaluate the predictability of thieo test in regard
to thein vivo method a cut-off point was established, where substances with véll(&g<l
mg/ml were determined as irritant and substances with levé&ehigher then 1mg/ml were
considered as non-irritant. Hence, under the experimental conditions pfdsent study, the
assay accuracy was of 80%, the sensibility was 94% and the specificity 4&#%.ofBased on
the results obtained we conclude that the QPT method, using Dy@#llisnt of Comassie
R-250 and the cellular lineage 3T3, shows a better ability to prewictritant potential of
isolated products (surfactants) than of entire products. Even thoughotied §V% value
found with ourin vitro method, according to WHO, is considered suitable for assays
performed with cell lines, the comparison of our results withptitdished data shows that the
SIRC cell line is more interesting once considering interyassauracy. We also conclude
that the proposed assay has a better capacity to predictithet iaffect on the conjunctive
than on the other ocular structures. At last, it is worth pointinghaitthis method shows a
high sensibility degree and moderate level of specificity, andbé&cation of the QPT assay
may be useful to add the screening set assays for the emalwhttoxicity induced by
products under the scope of Sanitary Surveillance.
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|. INTRODUCAO

1.1 Consideracfes Gerais

A pressédo politica exercida por setores ativistas que lutardedesa dos direitos
dos animais tem gerado grande impacto na pesquisa cientificatusiob na area
biomédica. Neste contexto, pode-se dizer que diversos setores dariandelst
cosmeéticos, imunobioldgicos, farmacos entre outros, assim como @ga@namentais
de regulamentacéo e controle da qualidade de produtos, estdo sebterpsesséo para -

sempre que possivel - substituir a experimentacao animalgiodatogias alternativas.

Embora a comunidade cientifica, em sua maioria, concordeocfamo de que
metodologiasn vitro podem representar uma opcao promissora para a pesquisa na area
biomédica e que em algum ponto do futuro, essas alternativas podersubstituir um
namero consideravel de métodasvivo hoje preconizados em compéndios oficiasg(
métodos farmacopeicos), ha de se considerar que 0 processo deoll@sento e
validacdo de novos métodos alternativos € laborioso e requer graredémento de
tempo, dinheiro e pessoal capacitado. Assim alguns paisesbgedo a complexidade de
tal processo, se organizaram e criaram centros de pesguifamento para o
desenvolvimento e validacdo de metodologias alternativas ao usairdais, como é o
caso doEuropean Centre for Validation of Alternative MethdBCVAM) em Ispra na
Itdlia, o Interagency Coordinating Committee on the Validation of Alternativehddist
(ICCVAM) nos EUA, oJapanese Center for the Validation of Alternative Methods
(JaCVAM) no Japéao, Bund for Replacement of Animal Medical ExperiméRRAME)
na Inglaterra e cCentre for Documentation and Evaluation of Alternatives to Animal
Experiments(ZEBET) na Alemanha, entre outros. Dentre os principais gbgetilestes
centros de estudos, destacamise: desenvolvimento de novos métodos alternativos em
consonancia com o principio dos 3Rs,0 estabelecimento da base de dados sobre
métodos alternativos ao uso de animdis, 0 fomento de projetos de pesquisa
relacionados aos métodos alternativos e a cooperacbes comagéresas de fomento

nacionais e internacionais e centros de validagdoa coordenacdo de estudos inter-



laboratoriais de validacdo; e por fim,a promocéo de foruns de discusséo sobre métodos

alternativos ao uso de animais.

Como resultado deste esforco mundial no desenvolvimento/validacdo de
metodologias alternativas, existe hoje um numero consider&veinsiaios validados e
aceitos para fins regulatérios (Quadro 1). Tais métodos s&o \egiicdo controle da
gualidade de produtos sujeitos a acdo da Vigilancia Sanitaneaeale regra - apresentam
boa especificidade, sensibilidade e precisdo. Além dissoca@siderados vantajosos
guando comparados aos ensdiivo que pretendem substituir. Dentre as principais

vantagens quando consideramos tais metodologias alternativasgeoditar:

1. Questdes éticasembora a utilizagcdo de animais em experimentos cientificos
ocorra ha milhares de anos (RAYMUNDO & GOLDIM, 2002) e sejam

inegaveis os beneficios alcancados para o desenvolvimento nid#a o€ de

novas tecnologias, principalmente na area da salude, € necressari
comprometimento do meio cientifico pela busca, sempre que pos$ével,

modelos alternativos.

2. Maior rapidez de resposta ensaios alternativos apresentam - em sua grande

maioria - menor duragao que ensaiosivo.

3. Maior _precisdo de resultados muitos ensaiofn vivo apresentam desfechos

subjetivos, que muitas vezes dependem de um treinamentoosoteltds
técnicos envolvidos na andlise final dos resultadas. &nélise qualitativa de
alteracbes da pele ou olho apds aplicacdo de um determinado prachits).
desfechos podem ser hoje substituidos por ensaios automatizagismeatise
final é objetiva €.g quantificacdo de citocinas por ELISA ou estabelecimento

da 1Gs - concentracgéo inibitoria 50% - em testes de citotoxicidade)



Quadro 1: Exemplos de metodologias alternativas validadas/apaitasins regulatérios

L

na Europa.
) Ensaio a ser L Aceito para fins
Teste Desfechos Avaliados Modelo Usado . Validagéo -
substituido regulatorios
o Modelos de pele reconstituigaTeste de
. _ | Potencial irritante deg N
Teste de lIrritagad (EPISKIN®, EPIDERM®). Andlisg irritacao .
o produtos acabados du 3 ) o B o 2007 Nao
Dérmica ) ) através de citotoxicidade (reducdo |ddérmica em
ingredientes . N
MTT)e/ou liberacéo de IL. coelhos
Pirogénicidade
. _ .| mediada porl Ensaio gel-clot — gelificagcdo deTeste e ) »
Teste de Pirogéni ) o 3 . Sim. Farmacopéig
o endotoxinas de amebdcito sanguineos de carangugiirogénio em| 1985 )
in vitro (LAL) . . . (Americana)
origem bacteriana Limullus coelhos
(Gran-neg.)
Quantificacao de IL-1 ou IL-6 em sangle
total humano fresco ou criopreservado,
o N L ] Teste de
Teste de Pirogénio Pirogenicidade 1 ou quantificacdo de IL-6 em linhagem ) .
o . | pirogénios em| 2006 Nao
in vitro pirogénios em geral | celular Mono-Mac 6 ou em células
o . coelhos
monociticas isoladas de sangue humano
periférico
. . o o Teste de
Ensaio do| Potencial Quantificacdo de 3H-timidina ngs L
) o ) ) maximizacdo € 2002 (OECD tes
Linfonodo Local| sensibilizante de linfonodos auriculares de camundondos 2000 o
) . Buehler em guideline 429)
Murino xenobidticos tratados com substancia teste .
cobaias
Potencial fototoxico
de ingredientes de o
) 2002 (Directiva
Ensaio de| produtos L ) Teste de
o ] Utilizagdo de linhagem celular 3T3 |e o 67/548/EEC;
Fototoxicidade preconizados para Fototoxicidade 1998
corante Vermelho Neutro o ) Draft OECD test
(3T3-NRU) pele humang in vivo (cobaias) o
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4. Menor custo apesar dos altos custos envolvidos no processo de
desenvolvimento/validacdo de uma nova metodologia, pode-se dizemuge,
vez validadas, as metodologias alternativas apresentamsimmenor do que
aguelas relacionadas a manutencao de animais e infra-estletbiotérios. O
cumprimento das normas internacionais de bioterismo exige cuidadomesspec
com o ambiente (controle de temperatura, umidade, luminosidade,deoar
etc.), com os animais (freqiéncia de trocas, limpeza dasai gaiolas etc.)
bem como o treinamento e atualizacdo dos técnicos que manipstmE® e
animais (NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 2003), o que eleva muto

custo destes ensaios.

5. Maior facilidade de disseminacdo para outros laboratorios de saude

publica, e.g. laboratoérios centrais de Saude Publica (LACENS), Laboratorios
da Rede Brasileira de Laboratérios Analiticos em Saude I(REB e
universidades, pois eliminam a necessidade de infra-estpdtmaa criacdo e

manutenc¢ao de animais de experimentacao.

1.2 O Principio dos 3Rs

Em 1959, Willian Russel e Rex Burch apresentaram a comunidauéficie o
livro Principles of Humane Experimental Techniquedefinindo os 3R’s, cuja sigla
representa refinament, “reductiori e “replacemenr que significam respectivamente:
(1) refinamento a modificacdo de algum procedimento operacional com animais,
objetivando minimizar a dor e/ou o estresse. A experiéncia daditpestresse tem, como
resultado, mudancas psicologicas que interferem nos resultados .oB&tal® assim, o
interesse dos cientistas é assegurar que as condicfes amipiargads animais sejam as
melhores possiveis; (2) reducamn menor nimero de animais sendo utilizado para obter
a mesma qualidade de informagéo, ou maximizacdo da infornodti@ia, utilizando-se
mesmo numero de animais utilizados no teste classico; e (3}sighstidos testem vivo
por testesn vitro (HENDRIKESENet al.,1994; PRESGRAVE, 2002; CORRADO, 2007,
ANVISA, 2003).



Apesar da pouca atengdo da comunidade cientifica durante aa diza®60 a
regra dos 3R’s, este conceito evoluiu como uma tendéncia muhwl@ite os anos
seguintes, iniciando uma forte pressdo quanto a implicacdes gticaa nao utilizacdo de
animais em pesquisas cientificas e a mobilizacao de éri@gdes e 6rgaos regulatorios

no arduo trabalho da validacdo de métodos alternativos na arealtwamé

Nas décadas de 1970 e 1980 a discussdo sobre o uso de animais em pesquis
cientifica tornou-se mais abrangente e madura. Estas dédademm a discussdo de
temas, tais como: meios para reduzir tanto o nimero de ardmdadoratorio utilizados
por experimento, quanto o numero de experimentos realizados; gfimidas condicdes
gue promovessem um maior bem-estar de animais em experimertagéoyolvimento
de métodos de refinamento das técnicas convencionais, aléentere que possivel, a

tentativa de substituir modelosvivo por modelosn vitro.

Em 1975, o filosofo australiano Peter Singer lancou o livro iatikllAnimal
Liberation (SINGER, 1975), despertando o movimento de protecdo aos animais e
apontando o teste de irritacdo ocular de Draize (teste preggira a determinagdo da
irritabilidade oftalmica induzida por drogas, cosméticos et@nbms quimicas descrito
por John Draize e colaboradores - DRAIZEal, 1944), como um importante alvo de
combate para os ativistas (WILHELMUS, 2001; CORRADO, 2007). réirpke entéo, o
teste de Draize gerou muitos protestos, principalmente cont@datria de cosméticos,
gue o utilizava em grande escala. Uma grande campanha ddélagor ativistas dos
direitos civis contra a industria de cosméticos REVLON culmicmm a publicacdo dos
seguintes anuncios no jorrihe New York Time$Cego pela beleZa “Quantos coelhos
a REVLON cega em nome da be®zé@Figura 1). Apds estes protestos a REVLON
providenciou fundos para pesquisas em métodos alternativos ao usondes.afiutras
companhias, como AVON e Bristol-Myers, seguiram o mesmordeang colaboram no
fomento as pesquisas afins (RAYMUNDO & GOLDIM, 2002)

Apesar da década de 1970 ter sido de amadurecimento, conanwitmrmente,
no que se refere a discussdo de questdes éticas em experimeniatdp a primeira

publicacdo oficial sobre a aplicacdo dos 3R’s s6 surgiu em mead@8@equando foi



criada na Europa a Directiva 86/906/EEC que descreve as leiegpm® a protecdo de

animais usados em experimentacéao cientifica (ROWAN, 1997).

Figura 1: Cartazes da campanha de Henry Spira contra zagalido teste de Draize para
a avaliacao da seguranca de produtos cosméticos publicadehpaiew York Times

década de 1980.
Fonte: http://pages.cthome.net/pageone/commdésngii(Acessado em 20/Fevereiro/2008)

Assim, pode-se dizer que foi somente nos anos 1980 que o interedsaspalae
novas metodologias alternativas a utilizacdo de animais nquipascientifica se
consolidou. Novas legislagfes passaram a aderir ao concei8Rd®® as pesquisas em
métodos alternativos aumentaram consideravelmente (ROWANNRRUTIS, 1990;
PAIXAO, 2001). Como resultado deste processo, pdde-se observigem paises uma
diminuicdo significativa do nimero de animais utilizados em pesaugsdifica. Na
Alemanha, por exemplo, apos a fundacao do ZEBET em 1989, o nimero @désatem
laboratério utilizados anualmente diminuiu de 2,7 milhdes em 1989 farailhdes em
1999 (SPIELMANN, 2002). Uma anélise mais detalhada destes nummrels que esta
diminuigdo foi devida - predominantemente - & reducdo do numero deisinisados em

pesquisas relacionadas ao desenvolvimento de novos farmacossédesta reducéo foi



de mais de 50%,e. de 1,4 para 0,6 milhdes de animais/ano, no mesmo periodo de tempo
compreendido entre 1989 e 1999. Tecnologias modernas, eanaécnicas fisico-
quimicas, cultura de células, tecidos e orgaos - aliadaavastimento financeiro da
industria farmacéutica - permitiram a concepcao de modelosadaguados de triagem
(tanto no estabelecimento do perfil toxicolégico como na avaliggh@ficacia) das
moléculas candidatas ao desenvolvimento de novos farmacos. Alémadigdizacao de
ferramentas de informatica, bases de dados contendo informacdesmsodras-primas, a
harmonizacdo de diretrizes internacionais através do I@tdrfational Conference on
Harmonisation of Technical Requirements for Registration of Pharmaakutar Human
Use contribuiram enormemente para a elaboracdo de bancos de igesratornaram
possivel a eliminacéo da duplicidade desnecessaria déhtradoan animais.

Apesar de notarmos um aumento na utilizacdo de animais na pesgsica a
partir do ano 2000e(g. desenvolvimento de animais geneticamente modificados —GM),
percebemos, a partir da mesma época, uma diminuicdo do niumanindes utilizados
em pesquisa aplicadae.¢ analises toxicoldgicas), em decorréncia principalmente de
beneficios oferecidos pelo governo as industrias para a impkegdenda filosofia dos 3
R’s (HUDSON, 2007).

1.3 Exemplos de aplicagbes da regra dos 3Rno controle da qualidade de

produtos sujeitos a Vigilancia Sanitaria

Além de tentar validar novos métodos, cabe a comunidadeficeemtibom senso
de excluir de seus compéndios oficiais metodologias obsoletas, quequuicbuam no
fornecimento de dados relevantes para a ciéncia e que utiliezergrande namero de
animais ou provoquem dor, angustia ou sofrimento aos mesmos. Um exemplo des
conduta € a exclusdo do método de dose letal 50%)([@m 2001, da Directiva
67/548/EEC e daguidelinesda OECD.

Alguns métodos alternativos recentemente validados podem subgtduir
completo o uso de animai®.¢. modelos de pele reconstituida para avaliacdo da
irritabilidade dérmica induzida por xenobidticos e testestro para detec¢do da presenca
de contaminantes pirogénicos em imunobiologicos, farmacos, parentEragrande

volume etc). Em outras situagdes, a substituicdo plena aindapdssivel. No entanto, €



importante destacar que toda pesquisa na area de métodos atisriatwalida e
recomendada pelas agéncias de validacao internacionaisdbadizersos exemplos de
estudos que geraram importantes contribuicdes em termos de egftoadas técnicas
e/ou reducdo do numero de animais por desfecho toxicolégico avaliadoEGAY
COLLI, 2006).

Para alguns desfechos, embora permaneca a situacdo deadilia@nimais de
laboratério, alcangou-se importante grau de refinamento na &égmieviamente
preconizado. Como exemplo podemos citar o ensaio do linfonodo local r(iurA, da
sigla em inglé4.ocal Lymph Node Assayjue é realizado em camundongos e se baseia na
resposta imune celulai.€. na ativacdo e proliferacdo especifica de linfécitos) que é
caracteristica da fase de inducabfélse) do processo de hipersensibilidade dérrilias.
vantagens deste teste em relacdo aos seus precursoaes;skst. o parametro final
analisado é quantitativo (incorporacdo etimidina), ii. o teste se passa na fase de
inducgdo, e por isso tem a duragdo de 5 dias, enquanto 0s ensai@segntenavam em
média 35 diasiii. caracteristicas referentes a natureza da substaricémnta cor, nao
interferem com desfecho do teste,0 nUmero de animais utilizados por substancia-teste é
cerca de 50% menor do que nos testes mais antigos, e por éisnanimais sdo poupados
da dor e do desconforto decorrentes das reacdes de fase 2 (prockssatdnb)
(BASKETEERet al, 2007; BASKETEER & KIMBER, 2007).

Um outro bom exemplo da aplicacdo da regra dos 3R’s no laboratorio daecont
da qualidade é o uso dos métodositro para avaliacdo da poténcia de imunobiol6gicos
de uso humano. A poténcia dos componentes diftérico e tetanisenf@e em vacinas
como DTP, DT, dT e DTP acelular, por exemplo, € determinapartir de um teste de
duas etapas (imunizacdo e soroneutralizacdo) que utiliza casaitagamundongos. A
etapa de soroneutralizacdo € a que envolve maior niumero desarieraa de 80 a 90%
do total utilizado no ensaio. Alguns métodos alternativos foram pagppastfim de
substituir os animais utilizados na etapa de soroneutralizBgitaca-se, neste contexto,
o recém validado teste de inibicdo de ligacdo da toxina (Tofllizadoin vitro
(ESAC/ECVAM, 2000). Assim, mesmo que permanecendo a necessigadnimais na
etapa de imunizagdo, a implementacdo de ensaiositro para avaliagdo da
soroneutralizagdo permite uma reducao significativa do nimero ihaianitilizadosi(e.

cerca de 70 animais por lote de cada produto analisado).



Nas circunstancias em que o teste em animais nado possabsttuido por um
Gnico método alternativo (0 que parece hoje ser a situaca® peste de irritacdo ocular
de Draize), o desenvolvimento de esquema de avaliagdo que emvalvzateria de testes
deve ser levado em consideracdo, podendo também ser desenvolvidtemmsa s
hierarquico no qual os animais somente sejam utilizados pardianagéo da auséncia
de toxicidade, reduzindo ao maximo o risco desses animaisesofiguaisquer efeitos
toxicos (Figura 2). Desta forma, é de enorme relevancia@lpem novas metodologias

gue possam compor tal esquema de avaliacao.

Bateria de Métodos Alternativos
(e.g. HET-CAM, BCOP, citotoxicidade)

Positivo

Negativo

Figura 2: Exemplo de bateria de métodos alternativos propostos
para avaliagéo da irritagdo ocular.



1.4 Da origem do Teste de Draize a proibicdo do uso de animais processo

de avaliacdo de seguranca de produtos cosméticos

Até meados do século XX, mesmo em paises europeus e nos Estadins ndo
era incomum a comercializagdo de uma diversidade de produtos @uedalndo serem
testados quanto a sua eficacia, colocavam em risco a salsdisieonsumidores. A
necessidade de um maior controle por parte das agéncias Gagalatternacionais foi
tornando-se evidente, conforme denudncias sobre agravos a saudadassaautilizacéo
de determinados produtos foram tornando-se publicas. Foi exatanesteecontexto que
surgiu, em meados da década de 1940, o teste de irritacdo deWaaize (DRAIZEet
al., 1944).

Seguem abaixo alguns exemplos de marcos historicos relacionaddzagadi
inadequada de produtos que ganharam o mercado sem antes teremvisidmeatde
avaliados sob o ponto de vista toxicoldgico, deixando assim vitina®) geremos a

sequir:

Elixir de Sulfanilamida:

O primeiro, ou pelo menos um dos primeiros registros, sobre o surgirdent
efeitos adversos associados ao consumo de medicamentos ocdiireal da década de
1930, mais especificamente em 1937, em um episédio que ficou amhEmno a
Tragédia do Elixir de Sulfanilamida. O Elixir de Sulfaniiden foi considerado a época
um promissor agente anti-infeccioso, tendo sido desenvolvido primepte para uso
pediatrico, no combate as infec¢des de garganta. Apos a mgesElixir, observou-se o
aparecimento de manifestagdes clinicas tipicas dos quadromigaaenal aguda que,
como se sabe hoje, se deu devido ao alto teor de dietilenoglit@a@em sua formulagao
(solugédo de sulfanilamida em uma mistura aquosa contendo 72% denoiigitiel). Os
sintomas incluiam nauseas, vertigens, oliguria e anorexigaeate a morte de cerca de
105 norte-americanos, a maioria crian¢as. Dentre as vitim&dbdiode Sulfanilamida,
destaca-se a morte do farmacéutico responsavel pela formulgdoao perceber a
dimenséo da tragédia, suicidou-se ainda em 1937 (BALLENTINE&L).
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Este tragico episodio fez com que jA no ano seguinte, asdaatesi americanas
competentes publicassem a primeira Lei Federal voltada pgaeaatia de seguranca de

Alimentos, Medicamentos e Cosmétices¢d, Drug and Cosmetics Adi938).

Radithor:

Preconizado como terapia fortificanteRadithof] era comercializado pela Bailey
Radium Laboratories de New Jersey na década de 1930. O fabraamttentativa de
provar a eficacia do produto em questdo - garantia que emreada tieRadithor’ havia
pelo menos 1 microcurie de Ra-226 e/ou Ra-228. Como parte da camppaltibiaria, o
laboratorio Bailey Radium usava frases de impacto do tifgrapaia absolutamente
segura, em todos os aspectas desafiava o publico, oferecendo U$1.000,00 a qualquer
individuo capaz de provar que o produto contivesse quantidade menor del®agde a

anunciada.

Pelo menos uma morte foi comprovadamente relacionada a tarapise de Ra,
entre 100 individuos acometidos pelos efeitos adversos desta,tgrapiacluiam queda
generalizada de pélos e dentes, enfraguecimento 6sseo, émuificienal e da medula

0ssea, entre outros sintomas (MACKLIS, 1990).

Talidomida

Foi desenvolvida pela industria alen@hemie Griinenthale introduzida no
mercado europeu em meados da década de 1950 como um potente e sdigaroento
sedativo/hipnético, com o nome comercial @entergart. A talidomida foi lancada
através de um marketing agressivo. Um dos motes da camganmiava droga eraido
segura, que seria impossivel alguém ter éxito em tentativas ddiceiom a talidomida
De fato, sob o ponto de vista de sua toxicidade aguda, a talidofvdeepresenta risco
importante. No entanto, como se observou poucos anos apdés o inicio de sua
comercializagdo, a talidomida apresenta potente acao t@matag induzindo
malformacdes especificas, tais como focomelia e amelia qigeiida entre a%e a 7
semana de gravidez. O aumento da incidéncia destas gralfesmragdes, até aquele

momento bastante raras, e que chamam a atencdo logo @memasc possibilitou o
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pronto estabelecimento da relacdo causal entre a ingestdoidwenidh no primeiro
trimestre de gestacdo e 0 nascimento de criancas malf@mbidaAlemanha e na
Australia constatou-se de forma independente, que as maesadeasrcom estas
anomalias apresentavam em comum o fato de terem feito usaddantdh no primeiro
trimestre de gravidez. Assim, em 1961Contergart foi retirada do mercado. Estima-se
gue ao redor do mundo a talidomida tenha feito cerca de 10.008s/{fTRUETA, 1962).

A lista de produtos, cuja comercializacdo levou a severos darsaside da
populacdo em geral, ndo era restrita aos medicamentos. Prodstogticos foram
igualmente responsaveis pelo surgimento de sérios efeitos @&lvemsno veremos a

seqguir:

Linha de cosméticod ash Lure®:

Cosméticos da linhaash Lur€ eram aplicados em saldes de beleza da época e se
apresentavam como corantes permanentes para cilios e sttman€ontinham em sua
formulacdo parafenileno de amina, substancia com alto poteferialo-sensibilizante,
gue causou severa alteracao - geralmente bilateral - deacém mulheres que fizeram
uso destes produtos semanas apoés té-los aplicado. Estima-se pyodubgs da Linha
Lash Lur® tenham deixado pelo menos 12 mulheres cegas e causado a morte de uma
pessoa na década de 1930 nos EUA (WILHELMUS, 2001). O FDA divolgaso, com
cartazes como o ilustrado na Figura 3, alertando a populacéo pseca associado ao uso

do produto.
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Figura 3: llustracéo divulgada pelo FDA no ano de 1933.

O cartaz descreve o mote da campanhbasdi Lure: “Irradie personalidade’e afirma “esta
€ a versao do fabricante para os efeitos de selwfmrd(com a foto de uma das vitimasldsh
Lure, uma mulher de 38 anos de Ohio, EUA, horas argeerfuso do produto). A direita:
“Totalmente cega: este foi o verdadeiro efeito dshlLbure, em pelo menos um dos casos
(com a foto da mesma mulher com severa alteradatetsl de cérnea, semanas apos ter
utilizado o produto).

Fonte: http://www.fda.gov/oc/history/historyoffda/sectidm?n| (acessado em

28/Fevereiro/2008).

A lista de principios ativos toxicos presentes em produtos pgiené pessoal e
embelezamento era significativa. Ha registros da coale&tdo de produtos como o
Berry’s Freck” uma pomada a base de mercuricAmti-Mole”, um creme anti-sinais
contendo 5% de &cido nitrico acrescido a 25% de acido acético gidwies capilares
comoDr. Denni's’ e Dewsberry a base de cloreto de cobre e hidrato de cloro, ou ainda,
xampus contendo em suas formulagdes substancias hoje sabidesnentegénicas como
o tetracloreto de carbono (ILAR, 2004; RIORDAN, 2004; COSTA, 2006).

No final da década de 1930 eram tantos 0s casos de agravos &e Saltities
induzidos por produtos de uso comum nos EUA, que cole¢bes conhecidas Tdoeno “
American Chamber of Horrors: the truth about food and diugsganizada pela FDA —
“Food and Drug Administration”e obest-selleramericano 100.000.000 Guinea pigs:
dangers in everyday foods, drugs, and cosnie(iegura 4) foram publicadas com a

finalidade de alertar a opinido publica para tal fato (Calt®36). Estes registros
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culminaram na publicagdo, doTHe Federal Food, Drug, and Cosmetic Actima
importante lei que pela primeira vez na histéria regulamentouaakifms cosméticos e
trouxe inovacdes para o campo de medicamentos, como por exengitméacia de
comprovacao de eficacia/seguranca de novos produtos numa etapa prévia

comercializagao.

" REMTAFES

American 100,000,000
Chamber of Horrors GUINEA PICGS

FHE SAUTIL AROUT FogD ARG ERYDAY FOODS
AXD DRUCE y

AND COSMETICS

F. J. SCHLANE
o Crmmnt’ Basemri Ton.
o Bashor, ot Hrnast him,
R ——

0

THE VANGUARD FREESS

WEW TORK - i

Figura 4: Publicacfes da década de 1930 com registros dos agsaimea
induzidos por produtos de uso comum, tais como medicamentos, akneento
cosmeéticos.

Fonte:http://www.fda.gov/oc/history/slideshow/Slide 158.H#edssado em
28/Fevereiro/2008)

Como mencionado anteriormente, o teste de irritacdo ocular deDsurgiu
exatamente neste momento de crise do sistema de salde pdt@izano, como fruto da
necessidade detectada pelos 6rgdos regulatérios competentese deontrolar
adequadamente aspectos relacionados a seguranca de produtos @®samés mesmo,
destes ganharem o mercado consumidor (KURDA9B). O teste foi desenvolvido em
1944 pelo farmacologista John H. Draize (Figura 5) do FDA e seabarabores, com o
proposito de se avaliar o potencial toxico de produtos que pudesseamewirar em

contato com o olho humano.
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O teste de irritacdo ocular de Draize foi preconizado durawniéo tempo como
procedimento padrédo universal para avaliacdo da irritacdo oculpotermcial de risco de
substancias quimicas manufaturadas em varios tipos de indU@&mpscosméticos,
farmacos, produtos de uso agricola e domissanitarios, entre puwtomsd mostra o
Quadro 2. Ao longo dos anos, desde sua criagdo, o teste sofsrsasialteracoes.
Algumas versdes modificadas do teste foram apresentadas gmelmidade cientifica
(DRAIZE et al, 1944; DRAIZE, 1959; KAY & CALANDRA, 1962; DASTON &
FREEBERG, 1991; CHAMBER®t al, 1993 e CHAN & HAYES, 1994) e diversos
protocolos foram objeto de discussdo em foruns técnico-cientifioosnundo todo
(WILHELMUS, 2001).

Figura 5: John H. Draize, farmacologista do FDA que desenvolveu
teste de irritagédo ocular de Draize em 1944.
Fonte: Wilhelmus 2001
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Quadro 2: Legislagbes internacionais e a preconizacdo do teste britacédo

ocular de Draize.

Legislacdo/ano daAgéncia regulatoria Produto

primeira versao

Federal Insecticide, EPA Pesticidas
Fungicide and Rodenticide
Act/ 1947 e~ederal
Environmental Pesticide
Control Act/ 1972

Federal Hazardous EPA Quimicos de uso agricola e
Substances A¢1964 e industrial

Toxic Substances Control

Act/ 1977

Occupational Safety and |OSHA™ Produtos que oferecem risco
Health Act / 1970 ocupacional

Consumer Product Safdtg@PSC Produtos de uso doméstico
Act /1972

Hazardous Materials RSPA™ Quimicos transportados
TransportationAct / 1974 comercialmente

Clean Air Act Amendment| CSHHIB* Produtos que oferecem risco
1990 ambiental

OECD  Guidelines forOECD™* Substancias quimicas em
testing of chemicals2002 geral

"EPA: Environmental Protection Agency.
" OSHA: Occupational Safety and Health Administration
#CPSC: Consumer Product Safety Commission
"RSPA:Reasearch and Special Programs Administration
*: CSHHIB: Chemical Safety and Hazard InvestigaBoard
**:0OECD: Organisation for Economic Co-operation and Development
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Hoje, apesar das duras criticas e de existirem controvégeento a validade de
seus resultados, o teste de irritacdo ocular de Draize peca@reconizado em diretrizes
internacionais para avaliacdo de seguranca de substanciasagu(@ECD, 2002) e é o
Unico teste aceito pela entidade regulatéria brasilegaANVISA, para a avaliacdo do

efeito irritante ocular de produtos sujeitos a acdo daarigih Sanitaria.

Na questédo especifica do controle da qualidade de cosmétitzosjteacdo gera
um importante impasse, que dificulta enormemente a exportacdo @s possutos para
outros paises. Isto porque, enquanto o Brasil exige a comprovac8egdeanca de
cosmeéticos através de tesies/ivo, a Europa ja proibe desde 2004 a comercializagdo de
produtos acabadogestados em animais e estabelece novos prazos de proibicdod#o uso
animais na avaliagdo de segurancanggedientes isoladoge.g tensoativos) utilizados
em cosméticos em paises membros da Comunidade Econdmica Eubip&E&ETIVA
2003/15/EEC), conforme demonstrado no Quadro 3.
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Quadro 3: Prazos estimados - segundo a Directiva 2003/15/EEC - para a ooibic
definitiva do uso de animais na avaliacdo de alguns desfechosldgitos comumente

investigados pela industria de cosméticos.

Prazos estimados

Desfechos Proibicao Proibicao Validacao Substituicao

toxicolégicos definitiva do |definitiva da final de plena do uso
uso de comercializacag ensaios de animais na
animais de produtos alternativos |CEE

testados por ao uso de
ensaioin vivo animais

Corrosividade 2009 2009 Javalidado B40 Anexo|V
cutanea Directiva
67/548/EEC, e
TG430 e TG
431 da OECD
Efeitos toxicos 2009 2009 Javalidado B41 Anexo|V
induzidos pela UV: Directiva
fototoxicidade aguda 67/548/EEC, ¢
TG432 da
OECD
Absorcéo/penetracdo 2009 2009 Ja validado TG428 da
Dérmica OECD
(2005)
Irritacdo Dérmica 2009 2009 Jé& validado 2008
(2007)
Irritacdo Ocular 2009 2009 2008 2009

Fonte: Commission Staff Working Document
(Commission of the European Communities), Brus&tled

1.5 Métodos alternativos ao Teste de irritacdo ocular de Drze

Embora o teste de irritacdo ocular de Draize cause grande dasc@n$ofrimento
aos animais e tenha sido, por esta razdo, um dos primeiros testdos para fins
regulatérios pelo qual se procurou abordagens alternativas (PREIGR2002), ele
permanece na condi¢cdo de ensaio cujas alternativas ainda ardigplenamente validadas

(Quadro 3). Muitos métodos validos vém sendo pesquisados (Quadrord)gelestl.
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HET-CAM - membrana corio-alantéide de ovo embrionado de galibb®KE et al,
1985); 2. células 3T3 com NRU - captacdo de vermelho neutro (VéAMI, 1995) e
MTT — captacdo de MTT ou ensaio da atividade metabdlica mitdab@HIBA et al,
1999); 3. RBC - red blood cell assayfPAPE et al, 1999); 4. BCOP - opacidade e
permeabilidade de cérnea de bovinos (BURDI&Kal., 2002);5. ICE - olho de galinha
isolado (BURTONet al, 1981); e6. IRE - olho de coelho isolado (De TORRESal,
1997).

Através deste conjunto de métodosiitro agrupam-se informacdes que oferecem
subsidios para garantir a seguran¢a do produto ao nivel ocular. &ommis de um
mecanismo indutor de irritagcdo ocular, apenas um eirs&ityo ndo é suficiente para uma
completa avaliagdo. O ideal € obtermos dados relacionadosdavascao €.9. HET-
CAM), opacidade/permeabilizacée.g. BCOP) e citotoxicidadee(g. MTT, RBC).

E importante ressaltar que varios destes testes véem sdimmogi na avaliacio
do risco irritativo de ingredientes isolados. Entretanto, como nentales esta
plenamente validado até o presente momento, os modelos citades s podem ser

contemplados como modelos experimentais de “triagem”, ou sejay&ter preliminar.
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Quadro 4: Principais testes alternativos usados na avaliagg@xicidade ocular.

o |BCOP — Opacidade e permeabilidade de Cérnea Bovina.
ORGAO

ISOLADO

ICE — Olho Isolado de Galinha — Avalia edema corneal,idpde

corneal e retencao de fluoresceina.

NRU — mede a atividade de retencao do corante vermelho neutro

pelos lisossomos de células viaveesq SIRC e 3T3).

MTT — avalia a metabolizag&o de sais de tetrazolium piocondrias de células
iaveis (e.g SIRC e 3T3).
CULTURA DE rGAROSE DIFFUSION METHOD - realizado em células L92%a&lia a

CELULAS morte celular.

FLUORESCEIN LEAKAGE - realizado em células MDCKn§ide céo) e avalia

injarias causadas as juncdes celulares.

EPIOCULAR - epitélio ocular humano reconstituido — avalisbiNdade celular,

liberacdo de mediadores inflamatoérios e permeabilidade celular.

[HET-CAM — teste realizado em membrana cério-alantidevdeembrionado de
ovo galinha. Avalia danos na membrana cério-alantoide.
EMBRIONADO | |[CAM — TBS — OVO DE GALINHA — método quantitativo com coraAteil de Tripan.

Avalia danos na membrana corio-alantoide. Hiperemia, HegiareaCoagulacéo.

RBC — teste de hemdlise — utiliza amostras de sangue bovitia. Agaos causados |
SANGUE DE

i membrana citoplasmatica em combinacdo com danos as prateluiases
MAMIFEROS

(desnaturacao).
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A seguir, serdo apresentadas breves informagdes sobre o0s ensa®s
freqientemente utilizados para a avaliagfeitro da toxicidade oculare(g.na avaliacdo
do potencial irritante de xampus, sabonetes liquidos e outros prodiiagethe pessoal,

além da avaliacao de ingredientes isolados).

HET-CAM (membrana corio-alantéidele ovo embrionado de galinha

O objetivo do ensaio HET-CAM € avaliar semi-quantitativamentgotencial
irritante de um produto (produtos sollveis, emulsdes, géis e 6lebsy 8 membrana
cério-alantéide de ovo embrionado de galinha, no décimo dia de incultagisaio é
baseado na observagdo dos efeitos irritantes durante 5 minutosa sggicacédo do
produto, puro ou diluido, sobre a membrana cério-alantdide. A avaliagd € feita a
partir de uma escala que considera cada fenbmeno observado (fapdremorragia e
coagulacédo) em fungdo do seu tempo de aparecimento (LIEBSCHIEBLNSRNN,
2002).

O método apresenta praticidade de execucédo, demonstra boa sedsitelidao
requer recursos financeiros altos (LUEPKE, 198%xém, como desvantagem, o método
nao apresenta boa predicdo do potencial irritante ocular para progatass ou coloridos,
pois dificulta a visualizacdo dos efeitos hemodinamicos ocorridosemabrana corio-
alantéide (VINARDELL & MITJANS, 2006)

RBC - Red Blood Cell System

Este ensaio permite quantificar os efeitos adversos de ingteslissolados e de
produtos acabados sobre a membrana plasmatica das hemaciaissediente liberacéo
da hemoglobina (hemdlise) e ainda, o indice de desnaturacao da dtgmayghvaliado
através de sua forma oxidada, ambos quantificados por esptmtrefria. A relacédo entre
a hemolise e oxidacdo da hemoglobina fornece um parametro deedasgao dos efeitos
dessas substanciesvitro (ALVES, 2003).
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O teste RBC vem se mostrando bastante Util na avaliacdo doipbieitante de
tensoativos, gerando resultados confiaveis e reprodutiveis amogsintra e inter
laboratoriais (PAPEt al, 1999; MEHLING et al.,2007)

BCOP (Opacidade e Permeabilidade de cérnea bovina)

O objetivo do ensaio é avaliar quantitativamente o potencighnte de um
produto ou de uma substancia quimica apés aplicacéo sobre a cérneadisdiadarro. O
ensaio € baseado na medida da opacidade e da permeabilidadeedaap@s o contato

com o produto-teste.

A medida da opacificacdo da cornea é realizada com o auilimdpacitdmetro,
aparelho que determina a transmisséo do fluxo luminoso atravésnga @ ser avaliada e
fixando um valor numérico de opacidade. J& a medida da permeddilidacérnea é
realizada em funcdo do tempo de contato do produto com o olho, apés adicdo de
fluoresceina. A densidade éptica € medida em 490nm. Obtém-sesoata que considera
os fendmenos observados (ANVISA, 2003)

O teste é rapido, apresenta boa predicdo do grau de orivagdar de uma grande
variedade de substancias e se mostra como uma alternatii@ebab métodan vivo
(teste de irritacdo ocular de Draize) (PRICE & ANDR&W985).

Citotoxicidade pela difusdo em gel de agarose

Indicado para emulsdes e géis com fase continua aquosa. Aptisgesedutos a
superficie de um gel de agarose em contato com célulascitk® teonjuntivo de
camundongo da linhagem NCTC — clone L929 (ATCC CCL1) onde, a citotaddéciéla
avaliada com a ajuda de um corante vital, o MTT ou 0o NRU,redosgo-se o diametro
médio do halo de lise celular revelado petdoracdo. O halo reflete a citotoxicidade de

um produto testado e a sua capacidade em se difundir no gerosea@NVISA, 2003).
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Citotoxicidade pelo método MTT

Utiliza-se cultura de células, comag. a SIRC (linhagem celular derivada da
cornea do coelho) ou outras, adicionadas do corante vital MTT [dy5 3dfmethyl
thiazole-2yl)-2,5 diphenyl tetrazolium bromide]. Este método mede tiddae
mitocondrial das células viaveis em metabolizar sais deztdtum. O parametro final de
avaliacdo é o estabelecimento daol@.e. a concentracdo da substancia-teste que inibe
50% do crescimento celular). Ndo aplicavel a produtos insollveiagem (ANVISA,
2003).

Citotoxicidade pela método NRU

Assim como no método de citotoxicidade com MTT, neste ensaizatg@ cultura
de células adicionada de um corante yital 0 NR (ou seja, o corante vermelho neutro).
O método mede a atividade de retencdo do corante pelos lisossmnwatuths viaveis. A
captacdo do NR pelas células viaveis € quantificada portesfpeametria, através de um
leitor automético de microplacas. O parametro final de a&iatambém € o
estabelecimento da 4& (i.e. concentragdo da substancia-teste que inibe 50% do
crescimento celular). Este método € empregado para todo tiforrdalagédo, exceto
aguelas que possuam propriedades fixadoras, como as formulagiEEas (ANVISA,
2003), pois a avaliagdo da acuracia de alcoois, acidos fortgsstrscias alcalinas fica
dificultada (TANIet al, 1999).

1.6 Ensaios de citotoxicidade

Os ensaios de citotoxicidade tém sido os métaaostro mais estudados como
possiveis alternativas ao teste de irritacdo ocular deeDfel2AN et al.,1995; GUILLOT,
1992; RENZlet al.,1993; EUN & SUH, 2000; LAGART(@t al, 2005).

Sabe-se que linhagens celulares quando mantidas em cultura dbadem

multiplicam-se continuamente. A base dos ensaios de citotoxicedaéleexatamente na

avaliacdo da interferéncia induzida por agentes quimegst¢nsoativos) nos processos
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metabdlicos celulares e na investigacdo a respeito da naamai que esses processos
podem vir a intervir no crescimento/multiplicacdo celular,ad® mesmo culminar na
morte celular, reduzindo, assim o niumero de células videet®mparado com culturas
controles ndo-tratadas. Estes ensaios tendem a simplificavergos quantificados,
contudo, por serem métodos simples, de baixo custo e reprodutivedxtseamente
empregados em processos de triafeRESHNEY, 1994).

Os testes realizados para a medicdo da viabilidade ceduletegridade da
membrana citoplasmatica (como o NRU, o MTT, o teste dealifae de enzimas
citoplasmaticas como a lactato desidrogenase (LDH) ou RBECpptesentado uma boa
correlacdo com o potencial de irritacdo ocimavivo(YANG & ACOSTA, 1994; EUN &
SUH., 2000, VIANet al, 1995; SPIELMANN, 1996; RENz&t al, 1993; GEURTSEN,
1998 DICKSON, 1993; COSTA, 2006; DEBBASCHt al 2005; HARBELL et al,
1997). Dentre os desfechos que fornecem informagdes sobre difdtergidss celulares,
aqueles que utilizam estimativas quantitativas sobre fungp@abodlicas (come.g. o
NRU e MTT) sdo os mais usados. Apesar destes ensaios aperaevdiatagens como
precisdo e serem sujeitos a automacéo, eles sdo exeateadependentes de possiveis
alteracOes fisiologicas celulares, como alteracfes naslaales lisossomal (NRU) e
mitocondrial (MTT). Estes parametros sdo dependentes das aemdigdcultura celular,
gue podem ser modificados por aspectos como densidade celular ghcemetular.
Consequentemente, somente células crescendo em condi¢cdearesinpbdem ser
comparadas por estes métodos (MARGIB@ROJEVICH, 1989).

1.7 Ensaio da Quantificacdo de Proteinas Totais (QPT)

A metodologia do teste de quantificacdo de proteinas totais foitdemer 1986
por Knox e colaboradores. Desde aquela época até os dias de hej@dalogia vem
sendo refinada e modificada para a utilizacdo de placa com fagosri(CLOTHIER,
1995), além da utilizacdo de esquema de lavagem automatizadoicdgplacas,

conferindo uma maior rapidez e praticidade durante o ensais {&006).

O método avalia a taxa de crescimento celular através tErmileacao

colorimétrica da quantificacdo de proteinas totais contidasuétora celular (SHOPSIS &
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ENG, 1985 E VIANet al, 1995). Assim, o ensaio tem como desfecho final a avaliagcdo do
efeito de uma determinada substancia sobre o crescimenfefagdio celular, ou seja, o
grau de inibicdo do crescimento celular provocado pela subst&namestao fornece um
indicativo de sua toxicidade (KNO&t al, 1986; CLOTHIER, 1995).

Apesar de apresentar algumas limitac@eguantifica as células indiretamente, ou
seja, de forma relativa a quantidade de proteinas totaisos resultados obtidos sao
dependentes do tipo celular utilizag@UN & SUH, 2000); este teste € considerado
rapido, sensivel, reprodutivel, possui simplicidade de execucdo,relegivamente baixo,
requer reagentes com baixa toxicidade, é sujeito a automag@m é&tdo dependente das
modificacdes fisioldgicas celulares como os ensaios de idiadhdl através da avaliacdo do
metabolismo celular (SHOPSIS, 1985; KN@Kal, 1986; MARGIS & BOROJEVICH,
1989).

Este método baseia-se na adsor¢éo, eluicdo e medi¢éo uiaderiica (D.O.) do
corante Azul Brilhante de Coomassie (CBB-R250) que cora as @steélulares. Ha
uma relacao linear entre o teor de proteinas totais dosadas e m mignoélulas existente
na cultura. Os tensoativos existentes na composicdo dos xampasdieionadores
apresentam acao citolitica sobre a cultura celular. A qiGgifo do teor de proteinas
totais,é realizada apds a lavagem das placas e a fidagdoélulas que permaneceram
vivas e aderidas ap0s o contato com a substancia-testendietiologia apresenta ainda a
vantagem da possibilidade de se estocar as placas paraceessarmoento posterior, além

da possibilidade da realizacdo de repeticdes do ensaiondiizes mesmas microplacas.

Assim sendo, o método indireto pode ser usado nas mais diversaplogbs,
onde a quantificacdo celular é requerida (MARGIS & BOROJEVIT989. Portanto, €
possivel utiliza-lo na avaliacdo dztotoxicidade de compostos, avaliando diferentes
doses, produtos e tratamentos aos quais a monocamada celuldnietida. Além disso,

0o método possibilita 0 uso de microplacas de 96 cavidades, permitirdaliacio
simultdnea de um maior niumero de diluicbes e a utilizacacavkddres e leitores
automaticos de microplacas, agilizando o processo metodolégico ($EOPEB5;
RENZI et al, 1993). Por todas as razdes citadas acima, este foi 0 métedoadiea para o

presente estudo.
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1.7.1 Células 3T3

As células 3T3 (Figura 6) sdo provenientes de uma linhagernarcektabelecida
em 1962 por dois cientistas - George Todaro e Howard Green - part&mento de
Patologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Nova Yodaro e Green
obtiveram as células 3T3 de tecido de embrido de camundongo $iigo(AODARO &
GREEN, 1963).A designacgéo “3T3" se refere ao fato de queieiségyém celular cresceu
originalmente em uma concentracdo de 3 Xc#lulas por cm? (primeiro “3”), com um
intervalo de transferéncia (“T") de 3 dias (segundo “3”).

Na década de 1950, Dulbelco e Vogt publicaram importantes ar@BfREEN,
2006) demonstrando que fibroblastos recentemente retirados de amiowdisvados por
curtos periodos de tempo poderiam ser transformados pela infec¢cgmlponavirus.
Porém, o pesquisador Howerd Greantentativa de reproducéo dos resultados obtidos por
Dulbelco e Vogt, encontrou dificuldades na utilizagdo de culturasapas ou secundarias
de fibroblastos, pelo fato de serem estas, culturas bastaetedémias, o que dificultava a
reprodutibilidade do ensaio. Dessa forma, ficava clara a side€e do desenvolvimento
de culturas celulares mais homogéneas, pois somente uma linbelgdam imortalizada
(estabelecida) capaz de realizar propagacao indefinigaesearia de forma adequada a
reprodutibilidade destes ensaios (GREEN, 2006).
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Figura 6: Células 3T3

Fonte: www.answers.com/topic/3t3-cellacessado em 07/03/2008

Muitas linhagens celulares foram testadas, porém nenhumaertares as
caracteristicas desejadas (GREEN, 2006). Assim, como medoi@rderiormente, na
década de 1960, George Todaro e Howard Green iniciaram seu$dsabaltivando
fibroblasto embrionado de camundongo, com o objetivo de estabelecdmbhagem
celular imortalizada que atendesse adequadamente as neimssdia pesquisa de
transformagdo celular ocasionada pelo poliomavirus. Assim, elpesiese que
diferentemente da linhagem celular proveniente de fibroblastos nomsma linhagem
celular de fibroblastos proveniente de embrido de camundongo possuimaina
capacidade de se manter estavel, mesmo em um alto nimeassdgiens (TODARO &
GREEN, 1963)

A 3T3 foi escolhida para o presente estudo por apresentar facitidaoletencao,
manutencdo e manipulagdo, além do fato de que esta possui @ladgate se manter
estavel mesmo ap6s muitas passagens, o que facilita ihérahas fornecendo resultados

mais confiaveis. Além disso, estmhagem celular é largamente utilizada em outros
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ensaios de avaliacdo da citotoxicidade (GEURTS&NI, 1998; SPILEMANN,et al,
1996 DICKSON, 1996; WILLSHAWet al., 1994; COSTA, 2006; VIANet al, 1995;
KNOX et al, 1986; CLOTHIERet al, 1988; CLOTHIERet al, 1992; CLOTHIERet al,
2006 ) induzida por produtos e ingredientes de cosmétegsMTT e NRU),0 que
permite a comparagdo dos resultados obtidos no presente estudo costrdssdea

literatura.

1.8 Justificativa

O ensaio de QPT apresenta caracteristicas importantes rapitiez, simplicidade
de execucao, baixo custo, alto grau de automacao; além dern@o skependente das
modificacdes fisioldgicas celulares como outros ensaios idbilidade através da
avaliagcado do metabolismo celular (MARGIS & BOROJEVICH, 19890 et al, 1986;
SHOPSIS & ENG, 1985). Vale ressaltar que o método proposto rexpgamtes de baixa
toxicidade,e.g.o corante azul brilhante de comassie, que é sabidamente rbeicosgue
os corantes NR e MTT. Além disso, resultados recentes obtidosnpseso grupo
demonstraram que o ensaio de Q& células SIRC apresenta resultados promissores,
guando comparados aos resultados obtidos pelo teste de irritacdo aeulraize
(COSTA, 2006).

Acreditamos ser importante avaliar de forma consistente eapidade do ensaio
de QPT em outra linhagem celular (3T3), investigando o potencid dasaio como
métodoin vitro para a avaliacdo do potencial irritante ocular de produtogasipeacao da
Vigilancia Sanitaria. Os estudos existentes sobre o ensaio mrpptiizando a mesma
linhagem celular (3T3) e 0 mesmo corante (azul brilhante de Coen@sgVIAN et al,
1995; CLOTHIERet al, 1988; CLOTHIERet al, 2006) avaliam somente ingredientes
isolados ie. tensoativos). Pretendemos, com nossa investigacao, atelsoativos e
produtos acabadod.€ xampus e condicionadores), onde se concentram as analises
realizadas pelo Instituto Nacional de Controle de Qualidad&aude (INCQS).

Assim, o presente trabalho se prop0e a contribuir com uma maioremmsgo da
aplicabilidade deste método de citotoxicidade, utilizando novagerhaelular, através da

guantificacao de proteinas celulares totais na avaliacfotdncial de irritacdo ocular de
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tensoativos, xampus e condicionadores, como mais uma possiketaleeao teste de

irritag@o ocular de Draize.
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II. OBJETIVOS

Objetivo Geral:

Avaliar os efeitos citotoxicos produzidos por tensoativos e produtdsmdos
(xampus e condicionadores) pelo ensaio QPT utilizando o corante Aiudhride de
Comassie R-250 em células 3T3; comparando os resultados obtidos messecem

agueles obtidos no teste de irritacdo ocular de Draize

Objetivos Especificos:

» Avaliar a correlacdo existente entre achados macroscépicosaden uma das
estruturas oculares (cérnea, iris e conjuntiva) estudadastealeirritacdo ocular

de Draize e os resultados obtidos no ensaio QPT.

» [Estabelecer um ponto de corteuttof para a diferenciacdo de substancias
irritantes e nao-irritantes e avaliar parametros como siecisensibilidade e
especificidade do ensaio proposto em comparagdo com o testéag@orocular

de Draize.

» Comparar os resultados finais do ensaio de QPT em células 3T8&soltados
previamente obtidos em nosso laboratério com células SIRC, cwrelado-0s
com os dados obtidds vivo pelo teste de irritacdo ocular de Draize (banco de

dados do Departamento de Farmacologia e Toxicologia — DFT dQ3\NC
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lIl. MATERIAIS E METODOS

3.1 Produtos acabados e tensoativos

Os produtos acabados e tensoativos do presente estudo foram adEcide
modo a atender a dois critéridasprodutos previamente analisados no tastavo’, eii.
contemplar todas as cinco categorias de classificacdevgiesge. NI: N&o Irritante,
IL: Irritante Leve, IM: Irritante Moderado, IS: Irritant&evero e IMax: Irritante

Méaximo) no teste de Draize (Tabela 1).

Foram avaliados tensoativos, xampus e condicionadores, de usoeauhdigntil,
de marcas e formulacdes idénticas aos produtos testados antet@paka equipe do

DFT no ensaidn vivo e no testén vitro utilizando células SIRC (COSTA, 2006).

Os xampus infantis (N = 6), xampus de uso adulto (N = 6), condicionat®reso
infantii (N = 5) e condicionadores de uso adulto (N = 2) foram adagsirem

estabelecimentos comercias no municipio do Rio de Janeimornaes2006.

! Cabe ressaltar que todo o procedimentavo havia sido conduzido previamente
pela equipe do Departamento de Farmacologia e Toxicologia (@FINCQS. Assim,
os resultados do teste de irritagdo ocular de Draize prdeéum banco de dados em
softwareMicrosoft Excel pertencente ao DFT.
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Com relacdo aos fabricantes, podemos dizer que foram avaliados oprodut
acabados de 12 diferentes laboratérios, que receberam cédigosnmordescrito na
Tabela 1. No caso dos F1, F2, F3 e F4 avaliamos mais de uroa praduzida pelo
mesmo fabricante. Assim, nossos produtos foram codificados, de an@kpressar o
codigo do fabricante (F1 a F12) e a marca (M1, M2, M3 e M4).

Alguns exemplos que seguem abaixo ilustram o procedimento adotadwipa

os cbdigos do presente estudo:

F1M1: O produto é proveniente do fabricante 1, sendo da marca 1 @rprim

marca testada proveniente do fabricante 1);

F1M2: O produto é proveniente do fabricante 1, sendo da marca 2fadseg

marca testada proveniente do mesmo fabricante 1);

F4M2: O produto é proveniente do fabricante 4, sendo da marca @uiadse
marca testada proveniente do mesmo fabricante 4);

F4M4: O produto é proveniente do fabricante 4, sendo da marca 4r{a maca
testada proveniente do mesmo fabricante 4).
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Tabela 1: Lista dos produtos avaliados: uso, classifidagé@wo, fabricante, marca e

composicao.

N° Produto

Classifi- Lote
cacao
in vivo

Fabricante

Cddigo
Final

Composicéo

Xampu
Infantil

10099

NI 94

F1

FiM1

Aqua, PEG-150, pentaerythril
tetrastearate, dissodium laureth
sulfosuccinate, laurete sulfate,
sodium lauroyl sarcosinate, sodium
cocoamphoacetate, PEG-80
sorbitan laurate, avena sativa,
kernel extract, parfu, dazolidynil,
urea, iodopropynyl
butylcarebamate, citric
acid,tetrasodium EDTA

Xampu
Infantil

M B304

F2

F2M1

Agua, lauril éter sulfato de sadio,
lauril-éter-8 sulfato de sddio, lauril
éter sulfato de magnésio, lauril
éter-8 sulfato de magnésio,
oleiléter sufato de magnésio,
cocoanfodiacetato dissadico,
palmato de glicerila hidrogenado
etoxilado (200 OE), cocato de
glicerila etoxilado (30 OE) CI
14700, CI 14005, metilparabeno
sédico, DMDM  hidrontoina,
cocoato, de glicerila etoxilado (7
OE), poliquatérni-10,
ricinoleamido, olamida,
sufoccinato  dissédico  edeato
dissédico, fragrancia, hexileno
glicol, acido tartarico

Xampu
Infantil

0437

L BO1

F3

F3M1

Agua, cocoamidopropil betaina,
PEG-80, laurat de sorbitano,
tridecil éter sulfato de soédio,
distearato de PEG-150, fragrancia,
poliquatérnio  10,acido citrico,
EDTA tetrassodico, quatérnio 15,
corante amarelo DeC
n°10(cl47005) e corante laranja
DeC n° 4(cl 15510)

4 Xampu
Infantil

Ml 50703

F4

Fam1

Lauril sulfato de sddio/lauriléter
sulfossuccinato dissédico,
cocoamidopropilabeaina,
laurilglicosidio, cocoamida DEA,
cocoato de glicerina PEG-7, edeato
dissddico, benzofenona-4,
fenoxietanol/metil etil propil e
butii  parabenos, CL 16185,
tretolamina, cloreto de sddio,
extrato de caléndula, extrato de
aloe Vera, agua deionizada.
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[Continuacdo da Tabela]l

No

Produto

Classifi-
cacao
in vivo

Lote

Fabricante

Marca/
Cadigo
Final

Composicao

Xampu
Infantil

M

60403

F4

F4aM2

Edetato dissédico, benzofenona-
4,2-bromo-2-2nitropropano-1, 3-
diol, metilparabeno,lauriléter
sulfato de sodio/lauril

sulfossuccinato dissédico,
cocoamidopropilbetaina, lauril
glicosidio,cocoamida DEA,

fragrancia, propilparabeno,
cocoanato de glicerina PEG-7, CI
16255, trietanolamina, cloreto de
sodio, agua deionizada, pré milk

Xampu
infantil

SI

3/10B

F5

F5M1

Agua, lauril sulfato de sédio, lauret
sulfosuccnato dosadico,
cocoamidopropil betaina, DEA
cocamida, dioleato de PEG -120
Metilglucosa, perfume, cloruro de
sodio, EDTA tetrasodico,
trietanolamina, poloxamero
124 ,formaldeido.
Metilcloroisotiazolinona, amarillo
acido 23 (CL 19140)

Cond.
Infantil

NI

10008
8032

F3

F3M2

Cloreto de distearildimbnio, alcool
estearilico, laurato deorbitano
PEG-80, hidroetilcelulose, alcool
benzilico, EDTA tetrassédico,
fragrancia, &cido citrico, corante
amarelo DeC n°10 ( cl 47005),
corante laranja DeC n°4
(cl015510) e agua

Cond.
Infant.

NI

60502

F4

FAM3

Detato dissédico, cloreto de
estrealcoénio,
propilenoglicol,metilparabeno,
propilparabeno,alcool
cetoestearilico, cetearet 20, éter
dicaprilico, trietanolamina, ClI
19140 CI 16255, fragrancia, agua
deionizada, pr6-milk

Cond.
Infantil

NI

60101

F4

F4M4

Metilparabeno,
propilparabeno,alcool
cetostearilico, cetearet-20,éter
dicaprilico, edeato dissodico,
cloreto estearalonio, trietolamina,
Cl 74160,
ciclometicona/dimeticona,extrato
de aloe Vera, extrato de
caléndula,fragrancia e agua
deionizada

10

Cond.
Infant.

LI

0602

F6

FeM1

Alcool cetoestearilico, cloreto de
cetiltrimetilamonio,
cocoamidopropil betaina,
dimeticona, mistura de
isotiazolonas, extrato de caléndula,
acido citrico, fragrancia, Cl 42090,
agua
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[Continuacdo da Tabela]l

Produt

Classifi-
cacgao
in vivo

Lote

Fabricante

Cadigo
Final

Composicéo

11

Cond.
Infant.

NI

10047
07

FimM2

EDTA tetrassadico, acido
citrico,anidro, alcool ceto
estearilico etoxilado, diazolidinil
uréia e iodopropinil
butilcarbamato, metosulfato de
betrimbnio e alcool cetoestearilico,
MES-acetomida, extrato natural de
aveia, dimeticonol, esséncia e agua
desmineralizada.

12

Xampu
Adulto

Ml

61442
59804

F7

F7M1

Agua, lauril éter sulfato de amdnio,
lauril sulfato de amonio, cloreto de
sédio, cocamida MEA, perfume,
citrato de sédio, EDTA dissddico,
acido citrico, poliquatérnio-10,
pantenol, éter pantenil etilico,
xilenosulfonato de amonio,
metilcloroisotiazolina,
metilisotiazolina

13

Xampu
Adulto

Ml

50548

F8

F8M1

Agua, lauril éter sulfato de saédio,
cocoamidopropilbetaina,
aquilpoliglicosideo, alcanolamida
do é&cido graxo de coco,
poliquatérnio 55, EDTA
tetrassédico, quatérnio 70, mistura
de extratos hidrogicdlicos de
acerola,maracuja, guarand e uva
associados com lipoproteinas de
améndoas, aminometilpropanol,
cloreto de sbédio, mistura e
iotiazolonas, associacao de
cocoisotionato de sédio com &cido
estearico, &lcool cetoestearilico,
carbbmero, cloreto de guar
hidroxipropiltriménio.

14

Xampu
Adutlto

Ml

186/3

F9

FoM1

Agua desmineralizada, lauril éter
sulfato de sédio,

cocoamidopropilbetaina, lauril éter
sulfossuccinato de sédio, base
perolizante, pragrancia, extrato de
jaborandi, goma Agar

guaternizada, proteina de trigo
hidrolizada, metilparabeno,

propilparabeno, edetato dissédico,
benzotriazol  sulfonodo, &cido
latico, isotiazolinas e corante.

15

Xampu
Adulto

SI

03392
0s2p

F10

F10M1

Agua, lauril éter sulfato de saédio,
c-12-13  sulfato de  sdbdio,
diestearato de glicol,
cocoamidopropil betaina, cloreto
de soédio, perfume, carbomer,
EDTA dissaédico, goma
guarquaternizada,formaldeido,

dimeticonol, metoxicinamato de
octila, hidroxipropil polisiloxano
de proteina de trigo hidrolizada,
acido citrico/hidréxido de sddio
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[Continuacéo da Tabela]l

Classifi- Cadigo Composicéo
N°  Produto _cagéo Lote Fabricante Final
in vivo
Lauril sulfato de sodio,
cocoamidopropil betaina,
cocoamido DEA, glicol
distearato,cloreto guar
hidroxipropiltrimonium, hidroxietil
16 Xampu S| 0437 F11 uréia, dissodium EDTA,
Adulto BO1 F11M1  methylchloroisothiazoline/methilis
othiazoline, coffea ardbica/ethyl
methoxycinnamate/ethylhexyl
triazone/isodecyl
neopentanoate/ciclodextrin., acido
citrico, cloreto de sédio
Agua, lauril sulfato de sédio,
EDTA tetrasédio, cocoamido
propil betaina,extratos de flores e
frutas (jasmim, girassol...),Lauril
Xampu 36040 .
17 LI F12 DEA, metilparabeno,
Adulto 1 F12M1 propilparabeno, cloreto de saédio,
acido
citrico,metilclorothiazollione, metili
sothiazoline,Cl 15985.
Agua, alcool cetearilico, cloreto de
cetrimoénio, alcool, perfume,
18 AC(:j(ijt?) LI %52872 F7 E7M2 pantenol, formaldeido, dimeticona,
acetato de tocoferila, lactato de
cetila, acido citrico, alcool cetilico
Agua, alcool cetilico, PEG-180,
hidroxietilcelulose,
estearamidopropil  dimetilamina,
tridecet-12,dicloridrato de
clorexidina, lanolina,
19 Edoln% NI b%lo F2 F2M2 amodimeticona, 2-oleamido-1,3-

actadecanodiol, cloreto de
cetrimonio, ésteres cetilicos,
metilparabeno, 4cido citrico, amido
de batata modificado, copoliol,
laurimeticona, fragrancia

Todos os tensoativos testados (N = 6) eram da marca ‘Sigimam avaliados os

seguintes tensoativos: Lauril Sulfato de Sd&dio, Triton X, Twe&®, Cloreto de

Benzalconio, Brometo de Cetildimetiletilaménio e LauriéiEBulfato de Sédio.
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3.2 Ensaioin vitro

3.2.1 Linhagem Celular

Linhagens 3T3 obtidas datherican Type Tissue Collectio(ATCC) mantidas
no Setor de Cultura de Células (SCC) do Laboratério de Vacinas \dio Departamento
de Imunologia (DI) do INCQS.

3.2.2 Solucbes
PBS 0,01 M pH = 7,2 (solucéo de lavagem):

Solucéo A

NaHPQ.2H,0 - 35,61 g
Agua Deionizaday.s.p- 1000 ml
Solucdo B

NaH,POy.H,O 27,69
Agua Deionizada).s.p 1000 ml

Homogeneizar 36ml da solugéo A + 14ml da solucdo B, completando oevdkritOOmI
com agua deionizada. Ajustar para pH = 7,2 e levar até 10@@mmlagua deionizada,

estocar a 4° C.

PBS 0,01 M/ 4% Formol (fixador):
Formaldeido 40 % 100ml
PBS 0,01 Mg.s.p 1000ml

Estocara 4° C

SDS 1% (Eluente):

Dodecilsulfato de Sédio 10g
Agua Deionizada).s.p 1000m
Estocar a temperatura ambiente
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Azul Brilhante de Comassie 0,2% (corante):

Azul Brilhante de Comassie R-250 0,29
Acido Acético Glacial 10ml
Metanol 40m|

Agua Deionizada g.s.p 100ml

Filtrar e estocar a temperatura ambiente e ao abrigazda |

Solucéo de Tripsina 0,05% e EDTA 0,0%

Tripsina 1: 250 0,59
EDTA 0,29
NacCl 8,09
KCI 0,49
Dextrose 1,0g
NaHCQG 0,589
Agua deionizada.s.p 1000m

Esterilizar por filtragdo em membrana de 0,22um e estoe20° C

Solucgéo de Bicarbonato de Sodio 7,5%:
Bicarbonato de Sédio 7,50
Agua Deionizada).s.p 100ml

Esterilizar por filtragdo em membrana de 0,22um e estdaiC

Solucéo de Penicilina 10.000 Ul e Estreptomicina 10 mg/ml

Penicilina G Potassica 1.000.000 Ul
Sulfato de Estreptomicina 1g
Agua deionizada.s.p 100 ml

Esterilizar por filtragcdo em membrana de 0,22 pm e ested0° C

Solucéo de Glutamina 3%:
L- Glutamina 3,09
Agua Deionizada.s.p. 100m|

Esterilizar por filtragdo em membrana de 0,22um e estoe20° C
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Solucao salina balanceada livre de calcio e magnésio (BSS.CMEstoque)

Solucdo A- 20 vezes concentrada

Meio de Cultura DMEM 1 X

Meio base - 134,79
H,O deionizaday.s.p 5L
Este modo de preparo é especifico para reagente Sigmgo &ddi777.
Estocara 4° C

Meio DMEM 1 X suplementado para manutencgao da linhagem celular 3em estufa

com atmosfera de 3,5 % de C®

Soro fetal bovino — SFB (Cultilab lote 1210) 10% - 100 ml
Solucéo de Glutamina 3 % - 15 mi
HEPES - 20Mm
NaCGQ; - 26mM

Completar o volume para 1000 ml g.s.p de meio DMEM 1X e &stod° C

DMEM 1 X suplementado para diluicdo dos produtos testados nonsaio de
citotoxicidade

SFB (Cultilab lote 1210) - 50 ml
Solucéo de Bicarbonato de Sédio 7,5 % 30 ml
Solucéo de Glutamina 3% 15 mi

Completar o volume para 1000 ml g.s.p de meio DMEM 1 X

Estocara 4 ° C.

3.2.3 Equipamentos:

» Balancga Digital Metler Pe 3600
 Banho Maria Fanen Modelo 10210

e Camara de Fluxo Laminar marca VECO
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Microscépio invertido Olimpus modelo IM

Capela quimica de exaustdo marca BNF

Estufa de CQpara cultura celular marca REVCO

Pipetador automéatico Pipet Aid Drummond modelo serial 72834
Placa agitadora Analiton modelo 704

Potenciémetro Analion modelo PM 608

Sistema de criopreservacao Cryometal modelo DS — 34
Bomba a vacuo/presséo

Sistema de purificagéo de agua Milli —Q Millipore

Autoclave da marca Lutz Ferrando

Sistema de filtracdo a vacuo Nalgene volume de 500 ml
Leitor de Elisa Elx 800 Bio-Tec (filtro de 595 nm)

Lavador automatico de microplacas Elx 50 Step Washer Bek—

Agitador de tubos Vortex

Micropipetas para volumes de 5 - 40 pL, 50 - 200 pL, e 500 — 2500

Micropipeta Multicanal 40 — 200 pL

Cronbmetro
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3.2.4. Descongelamento Celular

As células 3T3 foram retiradas do reservatério de nitrogéniel®%°C e
descongeladas rapidamente em banho-maria. Foram transfendasgimara de fluxo
laminar para garrafa de cultura contendo aproximadamente 9 mlet® DMEM
suplementado para manutencdo e crescimento celular em estufa,.d® @pique foi

realizado no momento em que era observada uma monocamadamaenflu

3.2.5 Procedimento

A metodologia foi realizada com base no estudo proposto por Costa, 2006 e
Clothier, 1995 conforme demonstrado nas Figuras 7 e 8. As célula®i@i3 semeadas
em microplacas de 96 cavidades (excetuando-se as extremidsaesm volume de
100uL na concentracdo de 1,0 X16m meio DMEM (10% SFB) suplementado para
manutencgdo e crescimento celular e mantidas por 24 horas em&86/5°C com 3,5%
de CQ. Posteriormente, o meio foi trocado por iD@le diluicdes pré-estabelecidas das
amostras em meio DMEM (5% de SFB). Ap6s 24 horas de incoptgi o contetdo de
meio existente nas microplacas foi descartado e as mesnaas émtdo lavadas com
solugao tampéo PBS 0,01M e lavadas em lavador automatico dgpladas em quatro
ciclos de lavagem. Posteriormente, a solucdo tampao foarteda e foi adicionado as
cavidades da microplaca (em cabine de seguranca quimical) @i@Osolucao fixadora
PBS 0,01M/formol 4%, procedendo-se a incubag¢do das mesmas por 15 nnfitaslor
foi descartado e as microplacas foram secas em tempeaaathiante. Depois de secas, foi
adicionado as cavidades da microplacal5@e solucdo corante CBB-R250 0,2% plv,
incubando-se por 30 minutos ao abrigo da luz em temperatura ambient

O corante foi descartado apds esse intervalo de tempo e awplages foram
submersas imediatamente em recipiente plastico contendo aguaddestilogo apds,
lavadas manualmente por trés vezes, procedendo-se a tro@apiente com agua a cada
lavagem. As microplacas foram colocadas em agitador autmm@inda com agua
destilada no interior de suas cavidades) por 20 minutos a 500rpdcseg uma ultima
lavagem manual com &gua destilada. As microplacas forans s&natemperatura

ambiente. Depois de secas, o0 corante foi eluido com a adicéo e d®EDS 1% em
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cada cavidade da microplaca. A substancia eluente foi mavdlaightao abrigo da luz

e a densidade optica (D.O) foi medida em leitor de BlS85 nm.

Uma curva inicial foi obtida com oito concentracdes de cada pratiutido em
meio de cultura (100; 10; 1; 0,1; 0,01; 0,001; 0,0001, 0,00001 mg/npixrtAk dai, uma
segunda curva com uma faixa mais estreita de oito concentfacdeslizada a partir da
primeira curva. A concentragdo em que se obteve, nesta segumdascreducao de 50%
na absorbancia quando comparado as células ndo-tratadas (contral@)siderado a
concentracao de efeito toxicioe( a 1Gp ou concentracéo inibitdria 50%). O valor dedC

para cada produto foi calculada pela média de trés ensdryseindentes.
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Figura 7: Esquema resumido do procedimento do ensaitro.
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Figura 8: Esquema da aplicacéo das amostras diluidas na placa de 96 pocos
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3.3 Ensaiain vivo

Conforme mencionado anteriormente, foram utilizados dados provenientes do
banco de dados do DFT/INCQS. O ensaiovivo foi realizado segundo o POP n°
65.333.004 do INCQS/FIOCRUZ, cujo objetivo é a deteccdo e e&alido potencial de
irritabilidade para o homem de qualquer substancia ou produto acgbadsossa vir a

entrar em contato com os olhos (Anexo 1).

3.4 Andlise Estatistica

Para estabelecer a precisdo inter-ensaio foi realizaddcola@d@o coeficiente de
variagdo (CV%) segundo Bland & Altaman (BLAND & ALTMAN, 200&través dos
resultados obtidos nos trés ensaios independentes realizadodeenm@adas 25 amostras
de produtos acabados/tensoativos. O CV% foi calculado dividindo-svio gadrao (DP)

de cada amostra por sua respectiva média aritmética e matighb-se por 100.

CVv = DP * 100
Média arit. 1Csg

Para o calculo do coeficiente de variacdo global (Cw¥érall), procedemos
segundo Bland (BLAND, 2006). Primeiramente, dividimos a média daiancias
encontradas entre os trés ensaios independentes de cada gelostpaadrado da média

das ICso.

CV?=Média das Variancia
(Média das 1G)*
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Posteriormente calculamos a média dos valores de &¥artir deste valor calculamos a

raiz quadrada e multiplicamos por 100.

CV% global =vMédia CV** 100

A distribuicdo normal dos dados, tanto dos valores dag tl0gestan vitro quanto
das MEM do testén vivo, foi aferida pelo test&olmogorov-Smirnov (K-Satravés do
programa estatistico SP%32.0

Uma vez demonstrada a distribuicdo normal dos dadogivo e in vitro, a
correlacdo existente entre os resultados foi calcuktdavés do coeficiente de correlacdo
de Pearson, utilizando para este fim,oftvgare MINITAB 10.5 (MINITAB Statistical
Softwaré™, Minitab Inc. PA, USA, 1995)
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Para calcular o grau de preditibilidade do enganitro foi montada uma tabela de
contingéncia, calculando-se a sensibilidade, especificidadeecisdo dos test@s vitro

com relacdo ao tesie vivo

In vitro
NI I
NI a b
In vivo
c d
NI: Nao irritante I: Irritante
Onde:

1) Sensibilidade é a capacidade de uma metodologiitro detectar os produtos
positivos (irritante) = d/c+d

2) Especificidade é a capacidade de uma metodologiatro detectar produtos
negativos (N&o irritantes) = a/a+b

3) Precisdo é a capacidade de uma metodologigitro fornecer os mesmos

resultados que o testevivo= a+d/a+b+c+d
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IV RESULTADOS

4.1 Resultadosin vivo

Todos os produtos foram testados quanto ao seu potencial de irritaczanddili
modelosin vivoein vitro. A Tabela 2 demonstra a distribuicdo dos produtos acabados tanto
pela sua classificacdo de uso (infantil ou adulto; condicionadotampu) quanto pela

classificagdo do seu potencial irritante ocular segundste ¢k Draizeilf vivo).

4.1.1 Produtos infantis

Foram avaliados 11 produtos de uso infantil (Tabela 2), sendo gigs @ (46%)
foram considerados como nao irritantes no testavo, 02 como irritantes leves (18%), 03
como irritantes moderados (27%) e 01 como irritante severo (9%).

Dentre os 11 produtos infantis avaliados, 06 eram xampus e 05 eram
condicionadores. Os condicionadores apresentam menor potenciatdrrii@ntre os 05
condicionadores infantis analisados, 04 foram ndo irritantes e $kifidado como irritante
leve. Ja a andlise dos dados relacionados aos xampus infantia soomsénte 01 produto
nao irritante e 01 irritante leve. Cabe destacar a obsendeg®4 xampus, que apesar da
designagao como infantil, foram classificados como irritantedemados (N=3) e severo
(N=1).

4.1.2 Produtos da linha adulta

Com relacdo a linha adulta, foi avaliado um total de 08 produtos, f#hdo
condicionadores e 06 xampus. Chama atencéo o fato de que destes prothénte 1
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(13%) recebeu classificacdo nao irritante; 01 foi classificaxhoo irritante leve (13%), 04
(50%) como irritantes moderados e 02 (24%) como irritantes severos.

Os 02 condicionadores foram classificados como nao irritante {N e=irritante
leve (N = 1), sugerindo assim, que a exemplo dos produtos infantis,ntapdra linha
adulta observa-se um menor potencial irritante ocular por pasteahdicionadores. Cabe
ainda ressaltar, que todos os xampus adultos foram irritanteshaodo coelho: 04

moderados e 02 severos. Nenhum dos produtos estudados recebeu aachssife
irritante maximo.

Tabela 2: Classificacan vivo dos produtos acabados.

| in vivo

NI IL IM IS IMax
Infantil 5 (46%) 2 (18%) 3 (27%) 1 (9%) 0
Xampus 1 1 3 1 0
Condicionadores 4 1 0 0 0
Adulto 1 (13%) 1 (13%) 4 (50%) 2 (24%) 0
Xampus 0 0 4 2 0
Condicionadores 1 1 0 0 0
Total 6 (32%) 3 (16%) 7 (36%) 3 (16%) 0

NI: Nao Irritante; IL: Irritante leve; IM: Irritart Moderado; IS: Irritante Severo; IMax: Irritanteékmo.
Fonte: dados gentilmente cedidos pelo DFT/INCQS.

4.1.3 Tensoativos

A maioria dos tensoativos foi avaliadavivo em diferentes concentracdes (banco
de dados DFT/INCQS). A relacdo dose-resposta e o potenciahteriocular de cada
tensoativo estudado estdo demonstrados na Tabela 3.

49



Tabela 3: Relacdo dose-resposta entre as Médias dos EscoresoMEMEM)
obtidosin vivoe a concentracao de tensoativos aplicados nos olhos dos animais.

Concentragao aplicada nos olhos dos coelhos (%)

100 30 16 10 8 4 1 0,5
Tween 20 2,0 - - - - - - -
(n&o-idnico)
(NI)
Lauril Eter a 27% - 26,8 - 3,2 - - - -
(anibnico)
(IM) (IL)
Lauril Sulfato de - 56,0 38,8 15,6 15,6 5,6 - -
Saédio (anibnico)
(1S) (1S) (IM) (M) (IL)
Triton X - 59,8 - - - - 2,8 1,6
(n&o-ibnico)
(IMax) (IL)  (ND
Cloreto de - - - - - - 46,4 6,0
Benzalcbnio
(catibnico) (1S) (Im)
Brometo de cetil- - - - - - - - 8,4
dimetiletilamonio
(catibnico) (M)

Valores: Escores obtidos no ensaio de irritacddaocle Draize (MEM).
(): Classificagdo final obtida no ensaio de ir@ag@cular de Draize.
Fonte: Dados gentilmente cedidos pelo DFT/INCQS.

Os dados compilados na Tabela 3 demonstram que todos o0s tensoativos
apresentaram potencial irritante ocular, com excecdo do tweean2Q@ensoativo nao-

ibnico, que mesmo quando testado puro, foi classificado como naotarit
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Os tensoativos anidnicod,e. lauril éter a 27% e lauril sulfato de sddio,
apresentaram potencial irritante moderado (MEM = 26,8) e sefMEM = 56,0),
respectivamente, na maior concentracao testada (30%). Assiers@alizer que o lauril
sulfato de sddio foi discretamente mais irritante para os olhos dos coelhos quiestelaar
27% (Tabelas 3 e 4).

O triton X induziu lesdes graves nos olhos dos animais aqui avali&gdts
tensoativo recebeu classificacdo compativel com “irgtanéximo”, quando aplicado nos
olhos dos coelhos na concentracdo de 30%, demonstrando assim, queepes&ncer a
classe de tensoativos ndo-ibnicos (que via de regra é codsidaraa classe que
compreende ingredientes com baixo potencial irritante), é md#nie para os olhos que

0s tensoativos anibnicos lauril éter a 27% e lauril sulfato de séai®ld@s 3 e 4).

Os tensoativos que demonstraram 0s maiores potenciais irritaesés estudo
foram os catibnicos cloreto de benzalcénio e brometo de cetiltitil@athdnio. Estes
ingredientes, mesmo quando avaliados em concentracbes muito baiga®,%%),
induziram lesdes oculares compativeis com a classificacdoitinte moderado” (Tabela
3).

A Tabela 4 busca categorizar os tensoativos estudados de acorég®u potencial

irritante ocular, usando como base a andlise da relacdo dosdaerymin vivo.
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Tabela 4: Categorizacao do potencial irritante ocular dos tévns®awaliados.

Tensoativo Natureza Resultado Potencial
do in vivo irritante
tensoativo [conc. teste] in vivo

classificacao

Tween 20 N&o-ionico [100%)] -
NI

Lauril Eter 27% Anidénico  [30%],[10%] +
IM IL

Lauril Sulfato de S6dio  Anibnico  [30%],[16%],[10%],[8%],[4%] ++
IS IS M IM IL

Triton X N&o-idnico [30%], [1%],[0,5%] +++
IMax, IL NI

Cloreto de Benzalcdnio Catiénico [1%],[0,5%] ++++
IS IM

Brometo de Cationico  [0,5%] ++++

Cetildimetiletilamdnio IM

Assim, se considerarmos a classificacdo do teste deeDeaizfuncdo da relagéo
dose-resposta observada nos animais estudados, podemos ordenar twgoedsoacordo
com o seu potencial irritante ocularvivo, onde [tween 20] < [lauril éter a 27%)] < [lauril
sulfato de sodio] = [triton X] < [cloreto de benzalcdnio = brometaatddimetilaménio],

conforme demonstra a Tabela 4.
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4.2 Resultadosn vitro

As médias das IGgde cada um dos 19 produtos acabados e dos 06 tensoativos
foram obtidas a partir de trés ensainsvitro realizados independentemente e que séo
demonstradas na Tabela 5.

O pH dos produtos acabados variou entre 3,76 e 7,25 (tabela5).

A Tabela 5 mostra ainda os valores das regressoes linearesirgtas obtidas em
cada um dos trés ensaios independentes realizados para cadalosim25

produtos/tensoativos. Os valores das regressoes lineareawaeiatre 0,746 e 1,000.

O valores médios de kgaqui obtidos variaram entre 0,004 e 3,771mg/mL. O maior
valor (representa teoricamente um produto com baixo potenciahiejtéoi atribuido ao
produto F3M2, um condicionador classificadovivo como néo irritante, enquanto que os
menores valores de dgobservados foram atribuidos a tensoativos com forte potencial
irritante (Tabela 5).
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Tabela 5: ICg média dos produtos/tensoativos avaliados.

Produtos in vivo pH IC 50”7 Regressao linear ICsoMédia
1% (2°) (3°) R(1°)  RA(2°) R¥(3°) (mg/mL)

M1 NI 6,31 3,002 1,102 3,321| 0,962 0,864 0,943 2,475
F2M1 IM 6,8 1,103 0,713 0,836 | 0,933 0,895 0,993 0,884
F3M1 IL 7,25 1,371 1,096 1,368 | 0,891 0,935 0,860 1,278
FAM1 IM 6,55 1,127 0,715 0,840 0,975 0,986 0,961 0,894
F4 F1IM2 IM 7,01 0,539 0,389 0,263 | 0,974 0,972 0,939 0,397
F5M1 IS 6,71 0,513 0,836 0,643| 0,934 0,921 0,882 0,664
F3M2 NI 4,23 2,725 2,752 5,837 | 0,908 0,938 0,919 3,771
F4AM3 NI 4,26 0,628 0,728 0,459 0,857 0,958 0,967 0,605
F4aM4 NI 3,76 0,379 0,306 0,300| 0,991 0,968 0,901 0,328
F6M1 IL 3,82 0,575 0,562 0,466 | 0,994 0,986 0,841 0,534
F1M2 NI 3,98 0,664 0,666 0,643 | 0,852 0,882 0,911 0,657
F7M1 IM 5,6 0,633 0,310 0,330 | 0,997 0,968 0,760 0,424
F8M1 IM 5,81 0,888 0,729 0,917 0,961 0,912 0,971 0,844
FOM1 IM 4,84 0,164 0,225 0,095 0,929 0,811 0,746 0,161
F10M1 IS 6,17 0,453 1,051 0,555| 0,935 0,993 0,978 0,686
F11M1 IS 5 0,692 0,673 0,624 | 0,869 0,979 0,905 0,663
F12M1 IL 6,92 1,012 0,478 1,403| 0,921 0,952 0,960 0,964
F7M2 IL 4,09 0,863 0,507 0,853 0,952 0,843 0,934 0,741
F2mM2 NI 4,67 2,432 1,829 3,369 0,916 0,994 0,970 2,543
Lauril Sulf. de Sédio ++ 0,0597 0,0637  0,0615 1000 0,961 0,989 0,062
Triton X . 0,0024  0,0078  0,0063| 0,999 0,931 0,916 0,005
Tween 20 - 0,3990  0,4072  0,3740| 0,999 0,985 0,825 0,393
Cloreto de Benzalcon(o ++++ 0,0072  0,0097  0,0040| 0,897 0,975 0,961 0,007
Br. de Cetilmetiletilam) ++++ 0,0041  0,0045  0,0030| 0929 0,995 0,986 0,004
Lauril Eter + 0,2763  0,2650 0,2900 0,277

0,903 0,896 0,900

DValores de ICs50 e Regressao lined) @dtidos em cada um dos trés
ensaios independentes)(1(2) e ().
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Na Tabela 6 podemos observar os valores médios fgelfidos somente para os
tensoativos aqui estudados. Os menores valoressgldd€te estudo foram observados para
os dois tensoativos catidnicos avaliadas,o cloreto de benzalconio #&= 0,007mg/mL)
e 0 brometo de cetildimetiletilamdnio &€= 0,004mg/mL) e para o triton X ()&=
0,005mg/mL). As ICg médias destes tensoativos foram cerca de 10 vezes menores que
aquela observada para o lauril sulfato de sédigy#30,062 mg/mL) e aproximadamente
50 vezes menores que ad@btida para o lauril éter a 27% (G 0,277mg/mL). O maior
valor de IGo obtido entre os tensoativos, foi observado para o tween 2 10,393

mg/mL), o Unico tensoativo classificado como nao irritamtévo neste estudo.

Em uma andlise semelhante aquela realizada para o tediratte, podemos
ordenar os tensoativos de acordo com o seu potencial irritamio; onde [tween 20] <
[lauril éter a 27%)] < [lauril sulfato de sédio] < [triton xcloreto de benzalcdnio = brometo
de cetildimetiletiiamonio]. Assim, podemos afirmar com base damos compilados na
Tabela 6, que os resultados obtidowitro sdo compativeis com o potencial irritante dos

tensoativos estabelecidimsvivo.

55



Tabela 6: Comparacao dos resultathogvo e in vitro obtidos com tensoativos.

Tensoativo Natureza do Potencial Resultado Potencial

tensoativo irritante in vitro irritante
in vivo Média 1Gg in vitro
(mg/mL)

Tween 20 N&o-ionico - 0,393 +

Lauril Eter 27% Anibnico + 0,277 +

Lauril Sulfato de Sédio  Anibnico ++ 0,062 ++

Triton x N&o-ibnico +++ 0,005 +++

Cloreto de Benzalcénio Catidnico ++++ 0,007 +++

Brometo de Catibnico ++++ 0,004 +++

Cetildimetiletilamonio

4.2.1 Precisao inter-ensaio

Para estabelecer a precisdo inter-edsaio método proposto, calculamos o

coeficiente de variacdo, conforme protocolo preconizado pela OMS vyadidacdo de
ensaios biolégicos (WHO/VSQ/97.02). Os coeficientes de &rid€CV%) de cada uma
das amostras ensaiadas neste estudo foram calculados de acordetodologia descrita

no capitulo 3.6 de “Materiais e Métodos” e estdo demonstrados na Tabel

’Precis&o inter-ensaiiambém conhecida como preciséo intermediariaedida através do coeficiente de
variacéo, obtido pela analise de mdltiplas deteaigiies de uma (ou varias) amostra(s), ensaiada(sgeen
de experimentos independentes, conduzidos por tsmmé&boratorio.
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Tabela 7: Precisdo inter-ensaio do t@stetro.

Produtos o IC50 .
o | e e ML om

FiM1 NI 3,002 1,102 3,321 2,475 1,200 48,47

F2mM1 IM 1,103 0,713 0,836 0,884 0,199 22,55

F3M1 IL 1,371 1,096 1,368 1,278 0,158 12,36

F4M1 IM 1,127 0,715 0,840 0,894 0,211 23,63

FAM2 IM 0,539 0,389 0,263 0,397 0,138 34,80

F5M1 IS 0,513 0,836 0,643 0,664 0,163 24,48

F3M2 NI 2,725 2,752 5,837 3,771 1,789 47,44

FAM3 NI 0,628 0,728 0,459 0,605 0,136 22,47

F4M4 NI 0,379 0,306 0,300 0,328 0,044 13,40

F6M1 IL 0,575 0,562 0,466 0,534 0,060 11,15

F1M2 NI 0,664 0,666 0,643 0,657 0,013 1,94

F7M1 IM 0,633 0,310 0,330 0,424 0,181 42,69

F8M1 IM 0,888 0,729 0,917 0,844 0,101 11,98

FomM1 IM 0,164 0,225 0,095 0,161 0,065 40,40
F10M1 IS 0,453 1,051 0,555 0,686 0,320 46,63
F1imM1 IS 0,692 0,673 0,624 0,663 0,035 5,29
F12M1 IM 1,012 1,403 0,478 0,964 0,276 28,68
F7M2 IL 0,863 0,507 0,853 0,741 0,203 27,36

F2M2 NI 2,432 1,829 3,369 2,543 0,776 30,52

Lauril Sulfato de Sédio + 0,0597 0,0637 0,0615 0,062 0,002 3,23
Triton X ot 0,0024 0,0078 0,0063 0,005 0,003 46,45
Tween 20 - 0,3990 0,4072 0,3740 0,393 0,017 4,40
Clor. de Benzalc6nio o+ 0,0072 0,0097 0,0040 0,007 0,003 40,81
Br. de Cetiletildimetilaménio|  +4+4++ 0,0041 0,0045 0,0030 0,004 0,001 19,42
Lauril Eter 27% + 0,2763 0,2650 0,2900 0,277 0,013 4,52

CV%Global
30,00
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Dentre os 25 produtos acabados/tensoativos ensaiados, nenhum apresentou
coeficiente de variacdo maior que 50%. O coeficiente degawiglobal do estudo foi
estabelecido como sendo de 30,00 (Tabela 7).

Os produtos acabados apresentaram os coeficientes de variacdoalooas v
compreendidos entre 1,94% (F1M2) e 48,47% (F1M1). Esta grande vagag&oo0s
produtos, no que tange os valores de CV%, também foi observad@spéeasoativos.
Observamos entre 0s tensoativos avaliados, amostras comsvdlr€Vo% bastante
satisfatorios, come.go lauril sulfato de sodio (CV%: 3,23%), o tween 20 (CV%: 4,40) e 0
lauril éter (CV%: 4,52) e outros com valores acima de 20%, auwsocasos do triton X
(CV%:46,45) e o cloreto de benzalconio (CV%: 40,81%).

4.3 Comparacado entre 0s ensaios in vivo e in vitro

Os resultados do presente estudo foram comparadew¢ versus in vitrpatravés
da analise do coeficiente de correlacdo de Pearson existgnéeos escores (MEM)
obtidos no teste de Draize e os valores médios geolfidosin vitro. Além disso, com o
intuito de avaliar o grau de preditibilidade do ensaigitro em relacéo ao teste de Draize,
estabelecemos um ponto de corteit{offf para diferenciacdo de substancias irritantes
daquelas nao-irritantes (no teste vitro) e calculamos parametros como precisao,

sensibilidade, especificidade.
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4.3.1 Coeficiente de correlacdo de Pearson

Para avaliar a correlacdo entre os valores de MEM (médizsbuses maximos)
obtidos no ensaim vivo e os valores médios desi®btidos no presente estudo realizamos
o calculo do coeficiente de correlacdo de Pearson. Tal enddististica se aplica a
investigacdo da correlacdo existente entre médias de grupospgesentam valores
paramétricos (CANN, 2003; OSBORNE, 2005; MALONEY, 2003; FILECal, 2005),

i.e. obedecem a uma distribuicdo normal, como é o caso dos resuitados e in vivo

encontrados pelo presente estudo.

As distribuicdes normais dos daddsS( teste>0,05) estdo demonstradas para os
valores de MEM global na Figura 9, para os valores médios fgedtCtestein vitro na
Figura 10, assim como para os valores de MEM de cornea (Higirpara os valores de
MEM de iris (Figura 12) e para os valores de MEM de conjarfiigura 13).
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CELL FREGUEMCY

CELL FREGQUEMCY

Figura 9: Distribuicdo normal dos valores de MEM Global{vo).

Figura 10: Distribuicdo normal dos valores de média aritaéla |1Gp.
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CELL FREQUENCY

CELL FREGUEMCY

Figura 11: Distribuicdo normal dos valores de MEMdmea.
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Figura 12: Distribuicdo normal dos valores de MEM de iris.
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CELL FREGQUEMCY

Figura 13: Distribuicdo normal dos valores de MEM de conjant
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Para a analise dos coeficientes de correlagcdo de Pearsbelafle8 e 9),
confrontamos os valores de MEM com os valores dg d€ todos os produtos testados
neste estudo (produtos acabados/tensoativos, N=25); somente dos pradtados
(N=19) e posteriormente, somente dos tensoativos (N=6). Taiglagiforam realizados
com a intencao de se observar a correlagao existente entre a citotoxicicgrde d®lesao

induzido no olho por cada categoria de amostra ensaiada.

Em uma segunda etapa, confrontamos os valores de MEM espepéieosada
estrutura ocular separadamente (cornea, iris e conjurtiva) os valores das médias
aritméticas das IGg de todos os produtos acabados/tensoativos (N=25), somente dos
produtos acabados (N=19) e posteriormente, somente dos tensoativQs [fike6 que
pudéssemos relacionar o potencial citotoxico das amostras tested@s lesées ocorridas

em cada uma das estruturas oculares (Tabela 9).

No caso dos tensoativos, para efeito de célculo do coeéictmntcorrelacdo de
Pearson entre os resultadosvitro ein vivo (onde diferentes doses foram testadas no teste
de Draize) utilizamos como critério o uso dos valores de MEMiabttcom a maior dose

de tensoativo avaliada vivo, como mostra a Tabela 8.
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Tabela 8: Valores utilizados para o calculo dos coeficientes delagio de Pearson:
médias aritiméticas das Igsvalor global de MEM (olho como um todo) e das estruturas
oculares (MEM de coérnea, iris e conjuntiva).

N MEM Aeda
etica MEM MEM MEM
Produtos vivo  Global ICso Cornea iris conjuntiva
(mg/ml)

FiM1 NI 1,6 2,475 0,0 1,0 1,6

F2M1 IM 25,4 0,884 16,0 1,0 8,4

F3M1 IL 4.8 1,278 0,0 0,0 4,8
F4M1 IM 36,8 0,894 20,0 4,0 12,8
F4M2 IM 28,6 0,397 16,0 1,0 11,6
F5M1 IS 41,0 0,664 28,0 3,0 10,8

F3M2 NI 0,8 3,771 0,0 0,0 0,8

F4M3 NI 1,2 0,605 0,0 0,0 1,2

F4M4 NI 0,8 0,328 0,0 0,0 0,8

F6M1 IL 3,6 0,534 0,0 0,0 3,6

F1M2 NI 0,4 0,657 0,0 0,0 0,4
F7M1 IM 52,2 0,424 36,0 5,0 13,2

F8M1 IM 29,4 0,844 16,0 5,0 8.8

FOM1 IM 13,0 0,161 6,0 1,0 6,4
F10M1 IS 52,2 0,686 36,0 3,0 12,8
F1iM1 IS 32,0 0,663 18,0 4,0 11,6
F12M1 IM 23,4 0,964 10,0 3,0 10,4

F7M2 IL 3,4 0,741 0,0 1,0 2,4

F2M2 NI 24 2,543 0,0 0,0 2,4
Lauril Sulf. de Séd. (30%) |5 56,0 0,062 23,20 3,2 12,4
Triton X (30%) Imax 59,8 0,005 40,0 5,0 11,2
Tween 20 (100%) NI 2,0 0,393 0,0 0,0 2,0
Clor. Benzalcénio (1%) IS 46,4 0,007 30,4 4,0 13,2
Brom. cetildimetil. (0,5%) M 8,4 0,004 0,8 0,0 7,6
Lauril Eter a 27% (30%) M 26,8 0,277 18 2,0 7,6
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Os coeficientes de correlacdo de Pearson entre os valoresdédG do testen
vitro e 0s escores das trés estruturas oculares (cérneacdmguativa) e escore global do

teste de Draize encontram-se descritos na Tabela 9.

Tabela 9: Coeficientes de correlacdo de Pearson relacionandores
de 1G, com os escores das estruturas oculares dos ensaivs.
(grau de confianca: 99%).

N=25 (todos os produtos) Correlacao de Pearson
Codrnea -0,397 p= 0,050)
iris -0,313( p= 0,129
Conjuntiva -0,45% p=0,035)
Escore total (MEM) -0,420(p=0,022)
N=19 (produtos acabados
Codrnea -0,359 (p=0,131)
iris -0,289(p=0,230Q
Conjuntiva -0,413p=0,079
Escore total (MEM) -0,381(p=0,108)
N= 6 (tensoativos)
Codrnea -0,531 p=0,278)
iris -0, 550 (p=0,258)
Conjuntiva -0,824p =0,044
Escore total (MEM) -0,611(p=0,197)

Quando consideramos todos os produtos acabados/tensoativos avaliados (N=25)
obtivemos um valor de coeficiente de correlacdo de Pearson de {pA2022. Este
coeficiente, juntamente com os coeficientes de correlacadetstmlos a partir da
comparacao de escores da conjuntigalCsg (-0,455, p=0,035 e da corneas ICs (-

0,397, p=0,050) foram estatisticamente significativos (Tabela 9).
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Quando consideramos somente produtos acabados (N=19, Tabela 9),observa
coeficientes de correlagcdo de menor calibre, e sem significéstatistica, tanto para o
escore total como para as estruturas oculares analisadas indnddte

Jé a analise dos resultados obtidos com tensoativos mostm@svadocoeficiente de
correlacdo de maior calibre que aqueles obtidos para produtos acgiméas devido ao
pequeno numero de tensoativos analisados (N=6), ndo se obteviedigraf estatistica
(Tabela 9). Uma excecéo foi observada para o coeficiente adagdio estabelecido entre
0s escores da conjuntiwa. ICso. Este foi o coeficiente de maior calibre observado neste
estudo (-0,824p=0,0449.

E importante destacar que em todos os casos avaliados (produtodoacaba
tensoativos, somente produtos acabados e somente tensoasvashados observados na
conjuntiva, dentre as estruturas oculares analisadas, favamque melhor se

correlacionaram com o efeito citotéxigovivo.

4.3.2 Grau de preditibilidade do ensaio in vitro

A classificacdo dos produtos de acordo com a graduacdo das ¢tdsidlas nos
testesn vivo, juntamente com as médias deg@os experimentom vitro, encontra-se na
Tabela 10.

Para avaliar o grau de preditibilidade do testeitro em relacédo ao teste de Draize,
estabelecemos um ponto de corteit{offf para diferenciagcdo de substancias irritantes
daquelas nao-irritantes no tegtevitro. Consideramos o valor de 4€= 1,00mg/mL como
um possivel ponto de corte para a diferenciacdo de produtos acabatiwdesrr
(IC50<1,00mg/mL) de né&o-irritantes (#61,00mg/mL). Calculamos, assim, parametros
como precisdo, sensibilidade, especificidade conforme desodtocapitulo 3.6 de
“Materiais e Métodos” e de acordo com a Tabela 11.
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Tabela 10: Comparacéo entre as classificacdes obtidas no ensaio e o valor
médio de IGin vitro.

Classificacao

Produtos in vivo in vitro Final Final#
(MEM) (ICs0 mg/ml) (invivo)  (in vitro)
FiM1 1,6 :23‘71;? NI NI
F3M2 0,8 0’605 NI NI
F4M3 1,2 0’328 NI I
FaM4 0,8 0’658 NI I
F1M2 0,4 2’543 NI I
F2M2 2,4 0’393 NI NI
Tween 20 2,0 ’ NI I
F3M1 4,8 1,278 LI NI
F6M1 3,6 0,534 LI I
F7M2 3,4 0,741 LI I
F12M1 23,4 8322 Mi I
F2M1 25,4 0’894 Ml I
FaM1 36,8 0’397 Mi I
F4M2 28,6 0’424 Ml I
F7M1 52,2 0’844 Mi I
F8M1 29,4 0’161 Ml I
FoOM1 13,0 0’004 Mi I
Brom. Cetildim. (0,5%) 8,4 0’277 MI I
Lauril Eter (30%) 26,8 ’ MI I
F5M1 41,0 0,664 Sl I
FioM1 52,2 0,686 Sl I
F1iM1 32,0 0,663 Sl I
Clor. Benzalcon. (1%) 46,4 0,007 Sl I
Lauril Sulf. Séd. (30%) 56,0 0,062 Sl I
Triton X (30%) 59,8 0,005 IMax I

#: Ponto de corte: 1§=1,0mg/mL
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Usando o valor de 1,000mg/ml como ponto de corte, obtivemos 5 resultadwslaises
entre os testes in vivoie vitro, sendo4 falsos positivos (FAM3, FAM4, F1M2 e tensoativo

tween 20) e 1 resultado falso negativo (F3M1).

Tabela 11: Tabela de Contingéncia.

in vitro

N

B=4
D= 17

I
w

o NI A
In vivo

O
I
[EEN

Assim, a precisdao do ensaio foi de 80%, a sensibilidade foi de 9486 e

especificidade foi de 43%.
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V. DISCUSSAO

5.1 Toxicologia de produtos cosméticos

Segundo dados da ABIHPEC (Associacdo Brasileira da Industria giengli
Pessoal, Perfumaria e Cosméticos), um dos setores da imdiasileira que apresentou
maior crescimento nos ultimos anos foi o da industria de produtos cosspé&tom um
crescimento médio deflacionado composto de 10,9% na ultima década 2@ da
industria em geral (ABIHPEC, 2008).

Uma variedade de fatores tem contribuido para o enorme ceggoindeste
segmento da inddstria nos dltimos anos. Entre eles destacapag&igacdo crescente da
mulher brasileira no mercado de trabalho, a utilizacdo de teginolde ponta e o
consequente aumento da produtividade (favorecendo assim os preipasipsapelo setor,
gue tém aumentos menores do que os indices de precos da econoneaa@mos
langamentos constantes de novos produtos atendendo cada vez maissidatesedo
mercado e, por fim, o aumento da expectativa de vida, o queatrnecessidade de
conservar uma impressao de juventude.

O aumento de vendas de produtos cosméticos e de higiene pessoal rdeve se
atentamente acompanhado pelos setores regulatérios competemizsyez que o
entusiasmo no crescimento de vendas pode induzir o surgimento de mprasas, que
devem, todavia, atender a um criterioso grau de exigéncia gaantomprovacao da
seguranca de seus produtos. Ao contrario da situacdo de exposicata harf@amacos,
onde em dadas circunstancias pode-se ponderar sobre a relaca@nmesficidy no caso
particular de produtos cosméticos, ndo se pode admitir o surgimenoadguer efeitos
danosos em consequéncia deste tipo de exposicéo.

No Brasil, dados levantados pelo Sistema Nacional de Informagoico-
Farmacoldgicas (SINITOX) apontam para uma baixa incidéncia indexicacdes

decorrentes da exposicdo a produtos cosméiieo808 casos, ou 0,96% do total de casos
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de intoxicacdo humana notificados nos Centros de Informacédo e Asisistémicoldgica

no ambito nacional, durante o ano de 2005, conforme mostra a TEb&BINITOX,
2005). Nao ha nestsite dados disponiveis sobre a natureza dos produtos cosméticos que
levaram aos registros junto aos Centros de Informacao et@sse Toxicolégica e nem
sobre a severidade dos sintomas apresentados, embora nenhum Obisidtealsaociado

ao uso de cosméticos durante o periodo estudado. Ainda segundo o §|NMBT@gides

em gue mais observa-se casos de agravos a salude em adéc@cemso de produtos
cosmeéticos sdo as regides sul, com 330 casos e a regido scoest®l5 em 2005. Na
regido sul, por exemplo, a incidéncia de reacdes adversasdasiyzor cosmeéticos foi

superior ao numero de casos de intoxicacao alimentar (42 casosadosfiem 2005).
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Tabela 12: Casos registrados de intoxicacdo humana por agente(Erasib,

2005).
Total

n° %
Agente
Medicamentos 21926 25,96
Agrotoxicos agricolas 5577 6,60
Agrotéxicos domésticos 2590 3,07
Produtos veterinarios 877 1,04
Raticidas 3213 3,80
Domissanitarios 6506 7,70
Cosméticos 808 0,96
Produtos quimicos industriais 4631 5,48
Metais 720 0,85
Drogas de abuso 2942 3,48
Plantas 1765 2,09
Alimentos 833 0,99
Animais peconhentos/Serpentes 4944 5,85
Animais peconhentos/ Aranhas 4661 5,52
Animais peconhentos/Escorpideqg 8208 9,72
Outros animais peconhentos 5834 6,,91
Animais nédo peconhentos 5146 6,09
Desconhecido 2005 2,37
Outros 1270 1,50

Total 84456 100

Fonte: http://www.fiocruz.br/sinitox

O baixo grau de severidade de efeitos adversos induzidos por detEsina
produtos, assim como a percepcdo do risco por parte do consumidor, pedem s
importantes aspectos no que diz respeito a possiveis sub-nodficalgd casos de

intoxicaces por cosméticos em nosso pais, sobretudo se levarncosigderacdo dados
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do mercado norte-americano (CORBE@&fTal, 1999). Segundo estes autores, os casos de
intoxicaces humanas em decorréncia da exposicdo a cosméficodutnos de higiene
pessoal representaram a terceira principal causa derosg{8t5%, ou cerca de 170 mil
casos) aos centros de controle de intoxicacdo nos EUA no ano de 1995, ssodo m
freqlente somente do que o0s casos de intoxicacdes por produtos domissaaita
medicamentos (analgésicos). Estes mesmos autores relamnosqefeitos adversos
observados nos casos registrados com cosméticos sdo de baigady e que em menos

de 10% dos casos foi necessario tratamento em unidades hospitalare

Outro dado interessante sobre a incidéncia de reacdes adimisaglas por
produtos cosméticos pode ser observado através de registros dosleasatamacdes
feitas ao FDA por consumidores norte-americanos. Tais regsim$eitos por classes de
produtos comercializadas neste pais. O Quadro 5 mostra dados dmBiiefa sncidéncia
de reacOes adversasd.irritacbes de pele e mucosas, dermatites, dor/desconébeitns
sobre o sistema respiratorio etc) induzidas por produtos cosmeétitesos anos de 1987 a
1995 nos EUA, relacionando-os com a natureza dos produtos. Cremes pgadosuda
pele e tinturas de cabelo foram os produtos que levaram ao man@raae reacdes
adversas. Xampus foram responsaveis pela inducdo de cer@@ tigos distintos de
reacOes e aparecem como a terceira maior causa de reGésnpintamente com produto

para as unhas.
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Quadro 5: Registro do FDA: reclamacdes de consumidores quantgdegeadversas

provocadas por produtos cosmeéticos nos

EUA, entre 1987 e 1995.

NUmero de reacfes adversas observaday

Natureza do produto

s de

as,

dutos

D

Utos

COS

dutos

262 Produtos para o cuidado da pele (creme
uso diario e noturno, cremes anti-rug
cremes para clareamento da pele, hidratantes,
solucdes para limpeza da pele etc).

111 Tinturas de cabelo.

70-89 Xampus e produtos para unhas.

50-69 Fixadores para cabelos cacheados, pro
para os olhos, condicionadores de cabelo

30-49 Bronzeadores, desodorantes, depiladores
alisantes de cabelo.

20-29 Fragrancias, dentifricios e outros prod
para higiene bucal, batons e toni
capilares.

10-19 Sabonetes, produtos para o banho e pro
infantis.

<10 Descolorantes de cabelo, produtos par

barbear.

Fonte;: CORBET et al, 1999.
N= 1305 casos
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No Brasil, o artigo 50 do Decreto no 79.094 de 05 de janeiro dedl§3Ge sobre
produtos de higiene e cosméticos para uso infantil e é clarcocu@nbibicdo de xampus

infantis com potencial irritante ocular:

“... Xampus destinados a limpeza do cabelo e do couro cabeludo das gr@ncas
acado tensoativa ou absorcao sobre sujidades podem ser apresemtéolosas e veiculos
apropriados, mas sem ser irritané@scouro cabeludo_e aos olhos da criadeaem ser

facilmente removiveis ap0s a sua aplicacdo e o pH devecestareendido entre os limites

de 7,0 (sete virqula zero) e 8,5 (oito virgula c)nco

E importante destacar, que tal legislacdo é a Unica existeresso pais que trata
da seguranca dos produtos cosméticos em questdo, e a mesma intgdeliamto ao pH
somente para a classe de xampus infantis. Sendo assim, ndo paisieratros para a
faixa aceitavel de pH para as outras categorias avaliaglass condicionadores da linha
infantil e os xampus e condicionadores de uso adulto. Vale aind#taessie, todos os
produtos contemplados no presente estudo foram avaliados quanto ao sguept¢rea de
65% dos xampus infantis encontravam-se fora da faixa preconizadagslacao
brasileira (DECRETO n° 79.094,1977).

Outro dado que evidencia a discrepancia entre a Lei em vigaitaacao real dos
produtos comercializados no municipio do Rio de Janeiro é o fato ci @er70% dos
produtos acabados aqui avaliados (incluindo a maioria dos xampushdainfantil)
induzirem algum grau de irritacdo ocular pelo teste de Draizeico teste oficialmente

aceito para avaliacao da irritabilidade ocular pela autdeidegulatoria nacional.

A analise comparativa entre o0 potencial irritante ocular denpxs e
condicionadores demonstra que, tanto para a linha adulta como palna a@d produtos
recomendados para o publico infantil, sdo os xampus 0s produtos que apresemdior
potencial irritante. Todos os xampus da linha adulta foram condaemsatisfatorios no
teste de Draize; 04 deles receberam a classificacaoitdates moderados e 02 irritantes

severos. A situacdo é ainda mais critica se considerarmpsodgtos da linha infantil.
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Dentre os 06 xampus infantis aqui estudados, somente 01 foi apravéektende Draize,
embora seu pH estivesse fora da faixa preconizada por Lei. S&sidg tBbdos 0os xampus
infantis foram considerados impréprios para comercializacao e mongmbora tenham
sido adquiridos comercialmente. Tal fato demonstra a necessigaddensificacdo de
acoes fiscalizadoras, exigindo o pleno cumprimento da Lei porg&dégumas industrias

de cosméticos.

5.2 Avaliacao integrada: combinacédo de testas vitro ein vivo na avaliagcao do

potencial irritante ocular

Poucos foram os testes de seguranca que até hoje sofreram taqggasde pela

sua abolicdo como o teste de irritacdo ocular de Draizetr®as razbes que contribuiram
para este cenario, podemos citar:

I. O teste de Draize € um teste facil de ser compreendidpgeldacao em
geral; enquanto que o grau de dor/desconforto ao qual os animais séo
submetidos durante o teste é dificil de ser explicado pelo cretifico
(sobretudo antes do teste passar por um certo grau de refinaonasto,

eliminou a avaliagdo de substancias corrosivas com pH < 210 &
il O teste de Draize sempre teve grande aplicacdo pela iadisgr
cosmeéticos e a opinido publica tem se mostrado pouco toleragtes ribiz

respeito a avaliacdo de seguranca desta classe de produtos;

ii. A existéncia de questionamentos sobre o poder preditivo ste e

Draize e sua real relagcdo com o potencial irritante oculdrenanos.
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Somado aos aspectos levantados acima, vale ressaltar o fatomieidade
cientifica ter, inicialmente, acreditado que a substituicdo do testeade Dwsse uma tarefa

mais simples do que de fato ela se revelou ser.

Desde o inicio da década de 1980, inUmeros testes alternasitesta de Draize
foram sugeridos pela comunidade cientifica mundial (VE&MNL, 1995; CLOTHIERet al,
1988; CLOTHIER, 1995; CLOTHIERt al, 2006; KNOXet al, 1986; RIDDELet al,
1986; HOCKLEY & BAXTER, 1986.; LUEPKE & KEMPER, 1986.; LUEPKE986;
PAPEet al, 1999; BURDICKet al, 2002.; BURTONet al, 1981; DE TORRES! al,
1997.; PRICE & ANDREWS, 1985; TANdt al, 1999.; GUILLOT, 1992; RENZét al,
1993; EUN & SUH, 2000; LAGARTOet al, 2005; YANG & ACOSTA, 1994.;
SPIELMANN,1996; MARGIS &BOROJEVICH, 1989)porém alguns fatores dificultaram
sua plena validacdo. O primeiro destes fatores diz respeibmplexidade das estruturas
oculares. Para muitas das alternativas estudadas nao seobssrvado suficiente
concordancia entre os mecanismos que realmente influenciam o soradesirritacao
ocular e o desfecho proposto. Além disso, ndo ha pleno conhecimenificoielat biologia
envolvida no processo de irritacdo ocular e, em humanos, os dadosospbtencial
irritante ocular de ingredientes e produtos sdo escassos (BRNHL & GOLDBERG,
1999).

Como a variedade de ensaios alternativos ao teste de Rtaiheje propostos nao
substitui plenamente o uso de animais, a comunidade cientificgées regulatérios de
alguns paises (e.g. a agéncia regulatdria alemad, o EP®EC®) vém sugerindo uma
estratégia integrada de avaliacdo, que compreenda aagdalizle ensaids vitro, e em
alguns casos, a aplicacdo do ensaiwivo conforme descrito por Spielmann & Goldberg,
1999 (Figura 14).

Neste tipo de abordagem, os dados fisico-quimicos, a andlise gaanto
estrutura/atividade da substancia quimica em questdo eadmsulobtidos a partir de
ensaiosin vitro e in vivo sdo levados em consideragdo para a avaliacdo do potencial
irritante de novas substancias quimicas. Com esta abordagegrad#, substancias

classificadas como “perigosas para os olhos: causadorasideskgera oculari.e. com
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base na andlise de resultados obtidos nas etapas prelsnimataindo medida de pH,
avaliacdo de dados relacionados ao potencial irritante @jtaswnsideracdes sobre
estrutura/atividade e a realizacdo de testastro) ndo sao testadas em animais. Somente
as substancias que apresentam resultados negativos na batenisamsin vitro (até o
passo 4 da Figura 14) sdo submetidas ao ensaio in vivo, mesmot@ssindo como
precaucdo a utilizacao inicial de somente 01 coelho no teste @e&aioriocular. Tal
abordagem ja é utilizada em diversos paises membros da consuidambéia, porém
segundo normas e diretrizes dos paises membros, jA ndo pode sataapliprodutos
cosmeéticos, uma vez que a Europa ja proibe desde 2004 a conmsm@&@mlde produtos
cosmeéticos testados em animais e estabelece como novo prawp de 2009 para a
proibicdo definitiva do uso de animais na avaliacdo de segurarnpgrddientes isolados
(e.g tensoativos) utilizados em cosméticos (DIRECTIVA  2003/15/EEC).
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Figura 14: Estratégia para teste de irritacdo ocular dasnswbstancias quimicas de acordo

com procedimentos de paises membros da Comunidade Européia.

1° Pass
Mensuaracédo do pH

pH>11,50u<2

» R34
l Teste de irritacdo ocular de Draize ndo recomendado
o
2° Pass Positivo no testde corrosividade cutan R 3¢
Avaliaco da irritagéo > cI;%S
cutanea Teste de irritac&o ocular de Draize ndo recomendado
o
3° Pass Irritante severo/corrosivo ocu
. ~ , R41
Consideracgdes sobre >
estrutura/atividade Teste de irritacdo ocular de Draize n&o recomer
l N&o é corrosivo ocul
4° Pass
Irritante severo/corrosivo ocular
Testes alternativos R 41

»
>

Teste de irritagdo ocular de Draize ndo recomendado

l N&o é irritante ocular importante

5° Pass

Teste de irritacdo ocular de Draize com 1 animg ) )
Irritante severo/corrosiv

_ R36
Nenhum outro teste solicita
l Nao € irritante ou é irritante reversivel ocular
6° Passo
o ) 1. Irritante moderado e reversivel ocular
Teste de irritagdo ocular de Draize com 3 animais
» R 36

l N&o é irritante, de acordo com critérios estabelecidos pela Comunidegeia

Nenhuma indicacao de risco




[continuacdo da Figura 14]
Onde:
R36 — Produtos classificados como irritantes oculares moderados in vivo
R41 — Produtos classificados como irritantes severos/corrosivos ocinava®
R35 — Produtos classificados como corrosivos cutaneos in vivo

R34 - Produtos classificados como irritantes severos cutaneos in vivo

5.3 Uso de métodos alternativos na avaliacdo do potencial irritante
cosméticos

Diante do aumento no consumo de produtos cosméticos e devido as questfes ét
relacionadas a diminuicdo do numero de animais em pesquisaicargbretudo no
controle da qualidade desta classe de produtos, os laboratérideirbsa®ficiais que
controlam a qualidade de produtos sujeitos a Vigilancia Sanitanendeestar
particularmente atentos ao desenvolvimento, implantacdo éagab de metodologias
alternativas. Uma das etapas do processo de validacdo e@misistimar a variacao intra-
laboratorial do ensaio em questéo, avaliando, inclusiveriacéa dos resultados obtidos

em diferentes ensaios por um mesmo analista e entre andifistantes.

No presente estudo observou-se um elevado valor de coeficienteadfiogara
alguns produtos acabados e também para alguns tensoativos. ho,ezgte parece nao
ser de fato, um aspecto limitante para o ensaio proposto, ja gaeod® com a OMS
(WHO/VSQ/97.02), ensaios biolégicos apresentam - via de ragra-variacdo entre 5 e
20%, se considerarmos ensaios de ligaga® iinunoensaios) ou ainda, superiores a 50%
guando consideramos ensaios realizados com linhagens celudageser(saios de
citotoxicidade) e/ou modelos animais.d. ensaios de toxicidade, pirogénio etc). Além
disso, o fato do coeficiente de variacédo global do ensaio (30,00&6)ceatrar dentro do
limite preconizado para ensaios biolégicos conduzidos com célutasdse protocolo de
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validacdo de bioensaios da OMS, parece ser mais um indicio deedeeado coeficiente

de variacdo de alguns poucos produtos nédo deva ser um fatantaridip ensaio proposto.

Em outro estudo realizado por nosso laboratorio (COSTA, 2006), em disarosa
através do método de QPT em células SIRC o potencial citotdéxicensorde xampus
(N=20) e tensoativos (N=5) foi encontrado um valor de CV% global @2 {&abela 13).
Percebemos, desta forma, que os coeficientes de variagd@sgdos estudos diferem,

sendo os dados de Costa, 2006 mais satisfatorios em termosis@girger-ensaio.

Para avaliar se a maior variabilidade encontrada no presstido se deveu a
escolha da linhagem celular (e descartar a possibilidadeerdeinsa interferéncia da
utilizacdo de produtos de diferentes natureeas,0 uso de condicionadores no presente
estudo) recalculamos os CV%s globais com base nos valores olatdds’amostras (12
xampus e 5 tensoativos), as Unicas amostras que foram engarddaso presente estudo
como por Costa, 2006. Concluimos, assim, que os coeficientes dedwagmbais do
método diferem quando utilizamos linhagens celulares distintgae s resultados dos
ensaios conduzidos com células SIRC (CV% global: 18,43%) saosat&atorios em
termos de precisao inter-ensaio do que os obtidos com as m&gnaamsostras usando
células 3T3 (CV% global: 31,00%). Também em termos do grau atitibilidade do
ensaio, nos parece que a utilizacdo de células SIRC seammais vantajosa, como

veremos no item 5.3.1.
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Tabela 13: Avaliacdo comparativa dos CV% globais do método de QRT c
diferentes linhagens celulares.

N Linhagem CV% Global
celular
Presente estudo 25 3T3 30,00
17* 3T3 31,00
Costa, 2006 25 SIRC 16,82
17* SIRC 18,43

* NUmero de produtos/tensoativos usados em ambos os estudos.

5.3.1 Grau de preditibilidade do método proposto

Para a avaliacdo do grau de preditibilidade do testgtro em relacdo ao teste
vivo foi necesséario o estabelecimento de um ponto de corteoff) que possibilitasse a
diferenciacéo de substancias irritantes daguelas naoviestao testan vitro. Apos analise
dos resultados obtidas vitro e a avaliacdo destes, tendo como base os resultados obtidos
in vivo, optamos pelo ponto de corte de 1,00mg/mL. Assim, amostras com
IC50<1,00mg/mL foram consideradas como irritantasvitro, enquanto aquelas com
IC50>1,00mg/mL como nao-irritantes.
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Usando este valor como ponto de corte, obtivemos 5 resultadosidisias entre o
testein vitro e o testen vivo, sendo 4 falsos positivos e 1 falso negativo, enfatizando uma
maior fragilidade da célula 3T3 em relacao a outras linhagelntares €.g SIRC), como

mostram o resultados de sensibilidade, especificidade e pré€mdela 14).

Tabela 14: Avaliagdo comparativa da preditibilidade do método de €QRT
diferentes linhagens celulares.

N Sensibilidade  Especificidade Preciséao
Costa, 2006 25 100% 83% 96%
(SIRC)
Presente estudo 25 94% 43% 80%
(3T3)

A andlise dos dados nos permitiu ainda concluir, que ha uma melhoideaieado
método proposto em detectar produtos classificados como irritantestadologian vivo
(sensibilidade) do que aqueles classificados como nao-irritgegsecificidade). A
precisdo do método foi de 96%, quando realizado com células SIR808tdeo presente
estudo (Tabela 14).

Alguns erros de estimacdo que ocorrem na maioria dos ensaid®tdgicddade
parecem estar relacionados com a classe quimica das sulsstésiga Substancias que
apresentam pH extremaoe. sabidamente irritanteis vivo, podem apresentar resultados
subestimadom vitro. Por outro lado, substancias com baixo potencial irritanig/o, em
alguns casos, podem apresentar resultados superestimadib®, devido ao fato dos
parametros de medicdo serem mais sensiveis nos tesm®tdzicidade (SEIFREID,
1986; BENOITet al, 1987; GUILLOT, 1992; COSTA, 2006). Neste contexto, possiveis
influéncias de componentes presentes no meio de cultura e oatededsticas de

exposicdo devem ser levadas em consideragao:
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Enquanto no testm vivo, 0 olho dispde de alguma protecdo em relacdo ao
contato com a substancia irritante, como o extrato cornepredaicdo de
lagrimas, no ensaion vitro, a cultura celular é exposta diretamente a
substancia teste (HERZINGER al, 1994);

Alguns ingredientes do meio de cultura, como soro fetal bovino, glieos
algumas proteinas podem exercer efeito protetor nas célalagjej tais
substancias do meio podem inativar algum produto testado (Costa 2006).
Substancias teste podem vir a sofrer interacdo com compostos aaenei
cultura e assim, o efeito de substancias &cidas ou alcgivde ser
mascarado pela solucdo tampao presente no meio para inculefigao c
(HERZINGER et al, 1994). Por outro lado, proteinas do meio podem
desnaturar e gerar uma toxicidade néo presentavo (COSTA, 2006).
Algumas substancias testadas, como, por exemplo, alguns teosoativ
interagem com proteinas do soro fetal bovino (HERZINGERI, 1994),
fazendo com que o efeito toxico dessas substancias possa sér a

mascaradan vitro;

Adicionalmente, deve-se levar em consideracdo o fato dasertdeer
solubilidades apresentadas pelas diversas substancias-testeeioss de
cultura, que também podem ser causa de resultados discordantes entre
testein vitro e o testein vivo (SEIFREID 1986; BENOITet al, 1987,
GUILLOT, 1992; COSTA, 2006).
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5.3.2 Confronto com dados da literatura

Existem diversos artigos na literatura cientifica que diEspeito a investigacao da
aplicabilidade de testes de citotoxicidade para avaliaggoatiutos com potencial irritante
ocular. Muitos deles utilizaram como corantes o MTT e/ou o vermelho neutro ([WR)e
realizados em células SIRC e 3T3 (DE ANGEL4S al, 1986; VIAN et al, 1995;
CLOTHIER et al, 1988; CLOTHIER, 1995; CLOTHIERt al, 2006; KNOXet al, 1986;
RIDDEL et al, 1986; GUILLOT, 1992; RENZét al,1993; EUN & SUH, 2000; YANG &
ACOSTA, 1994; SPIELMANN et all1996; MARGIS & BOROJEVICH, 1989;
BORENFREUND & PUERNER, 1985; DICKSO#t al, 1993; HOCKLEY & BAXTER,
1986; PASTERNAK & MILLER, 1995; ROUGUE®t al, 1992; SHOPSIS & ENG, 1992;
TANI et al, 1999). Estudos utilizando a metodologia de QPT s&o um pouco maisosscas
(KNOX et al, 1986; RIDDELet al, 1986; CLOTHIERet al., 1988; CLOTHIER, 1995;
CLOTHIEREet al, 2006., VIANet al, 1995 e COSTA, 2006).

Desde sua criacdo até os dias de hoje, a metodologia dee@PJofrendo algumas
modificagdes, como por exemplo, a adaptacdo do teste com ga@dspocos (KNOXet
al., 1986; RIDDELet al, 1986; CLOTHIERet al, 1988) para a utilizacado de placas com
96 pocos (VIANet al, 1995; CLOTHIER, 1995; CLOTHIERt al, 2006; COSTA, 2006).
Em 1995, houve a publicacdo do protocolo n°15 do INVITOX - FRAME (CLERH
1995), afirmando que o corante utilizado no teste de QPT (Azul de idgpacieria ser
substituido pelo corante Azul Brilhante de Comassie R-250, selnumetipo de prejuizo a
técnica. Desta forma, o método pode ser realizado tanto com riecézul de Kenacid
(KNOX et al, 1986; RIDDELet al, 1986; CLOTHIERet al, 1988; CLOTHIER, 1995;
CLOTHIER et al, 2006) quanto com o corante Azul Brilhante de Coomassie R-250 (VIAN
et al, 1995; Costa, 2006), como mostra a Tabela 15.

A Tabela 15 nos mostra ainda que os resultados do presente estudaittdo m
semelhantes aos encontrados por outros autores, que utilizaragsneonmétodo em
estudos conduzidos com células 3T3, ou mesmo com outras linhagéagesegle que a
utilizacédo deste método permite diferenciar tensoativostqus seu potencial irritante.
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Tabela 15: Avaliacdo comparativa dos valores dg ¢Btidos com tensoativos no presente
estudo em comparacao com modelos descritos na literatura.

IC 50 (Mg/ml)
3T3 SIRC BCL-D1
Tensoativos *Presente #Riddel,et #Clothier *Clothier *Vian et *Costa, #Knoxet al,
estudo al., 1986 etal, 1988 et al, 2006 al., 1995 2006 1986
Tween 20 0,393 _ 0,263 0,262 0,344 1,208 _
Lauril Eter 0,277 _ _ 0,114 _ _ _
Lauril Sulfato de
Sédio 0,062 0,100 0,090 0,072 0,080 0,040 0,084
Triton X 0,006 - 0,014 0014 0003 | 0,030 -
Cloreto de 0,007 _ 0,007 0,007 0,006 0,004 0,002
Benzalcbnio
Brometo de
Cetildimetiletilaménio 9994 - - 0,002 - 0,003 -

# Corante Azul de Kenacid, *Corante Azul Brilhante de Coomassie R-250

BCL-D1: fibroblasto humano

No entanto, na grande maioria das vezes, 0s estudos que buscatiganve
aplicabilidade de testes de citotoxicidade utilizam somegtedientes isolados (coneay.
tensoativos), ndo sendo contemplados neste tipo de estudo os prochadea¢d/ OLFet
al, 2001). Muitos produtos acabados apresentam em sua formulacdo umtccate
tensoativos (2 a 4 tensoativos diferentes cergocationicos, aniénicos, anfotéricos e néao-
ibnicos), e esta mistura de ingredientes dificulta a predicdootkncial irritante. Esta é
uma provavel explicagdo para o baixo coeficiente de correlac®eatson observado em
nosso estudo entre os testasvitro e in vivo, quando consideramos apenas produtos

acabados (0,381), conforme demonstrado na Tabela 16
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Tabela 16: Comparacéo dos valores de coeficiente de cooalacBearson em diferentes

ensaios de citotoxicidade.

SIRC 3T3 L929
NRU -0,59 (N=20)* -0,580 (N=20)* -0,57 (N=20)*
Vian et al, 1995 MTT -0,59 (N=20)* -0,620 (N=20)* -
QPT -0,56 (N=20)* -0,480 (N=19)* -0,55 (N=20)*
NRU -0,816 (N=35)* - -
Ohonoet al, 1999
MTT - - --
Taniet al, 1999 NRU -0,787 (N=30)* - -
Costa, 2006 QPT -0,62 (N=21)*# - -
-0,611 (N=6)*
Presente Estuddg QPT - -0,381 (N=19)# -
-0,420 (N=25)*#
*Tensoativos

# Produtos acabados (xampus e condicionadores)

Com relacdo aos tensoativos, apesar do valor de coeficientorogdacdo de
Pearson ter se apresentado de melhor calibg {0,611, p = 0,197), tal valor ndo
apresenta significancia estatistica. Devemos ressaf@o de que o niumero reduzido de

amostras provavelmente influenciou a significancia estati@tic6).

No que se refere as estruturas oculares, podemos observarl@sg des testem
vitro se correlacionam melhor com as lesGes ocorridas na comjuhdivgue na iris e

coérnea. Este dado se confirma na analise de todos as anavstliagas conjuntamente
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sendo tal correlacdo estatisticamente significativa na sen@e produtos acabados +

tensoativos, e somente tensoativos.

A face anterior do olho é recoberta pela cornea e pela corgumiti cOrnea é a
estrutura ocular mais exposta, e assim, é a estruturasusgisptivel a exposicao quimica e
consequente lesdo ocular. Injaria corneal em testes com ania@is a exposicdo a
substancias fortemente irritantes/corrosivas, demonstnesgonsavel por 73% do escore
total de toxicidade ocular (ESAC/ECVAM, 2007). Por essa rax@alelosin vitro, que
analisam possiveis lesdes ocorridas na cornea apresentam coetblmcdo com o teste de
irritacdo ocular de Draize (sobretudo para substancias com fodecpaitirritante) e vém
sendo o principal foco dos estudos para o desenvolvimento de metodaltagizativas ao

teste de irritacdo ocular de Draize.

Existem, neste contexto, dois métodos alternativos ao testetagfo ocular de
Draize em vias de receber a validacédo oficial pasvaiacdo de seguranca de produtos
cosméticos isolados, sé@o eles: o BCOP (teste que avaliadagace permeabilidade
corneal utilizando cdérnea isolada de bovino) e o ICE (teste qaka aspacidade e
permeabilidade corneal, além da retencdo de fluoresceitiaandd cornea isolada de
galinha). Tais métodos demonstram uma excelente correlacdo cesteode irritacdo
ocular de Draize (BURDICIet al 2002.; BURTONEet al, 1981). Cabe ressaltar que tanto o
BCOP como o ICE foram recentemente validados (2007) como métodos integeambes d
bateria de ensaios de triagem para a deteccdo de substi@#Eiessméticas (agrotoxicos,
pesticidas etc.) classificadas como irritantes severae&ioos oculares (ESAC/ECVAM,
2007).

Além da cérnea, a iris € outra estrutura ocular investigada hag@ada resposta a
substancias quimicas no teste de irritacdo ocular de Dixzste concordancia no meio
cientifico de que, em geral, a avaliagaovitro de lesdes ocorridas na iris ndo se faz
necessaria, ja que a resposta desta estrutura ocular sooremte apés uma significante
disrupcéo da barreira ocular anterior da cornea (BAGEEAL, 2006; ALTOX, 2007).

87



A conjuntiva é a terceira estrutura ocular investigada néagéia da resposta a
substancias quimicas no teste de irritacdo ocular de DrAmelesdes ocorridas na
conjuntiva sdo responsaveis por apenas cerca de 18% do escode totdatidade ocular
observado no teste de Draize (ALTOX, 2007). Por isso, tes@aativos que apresentam
como desfecho final a medicéo de alteracdes vasculaeanais correlacionaveis a injuria
de conjuntiva €.9g. HET-CAM), tendem a superestimar os resultados obtidosivo
(CORRADO, 2007). Este parece ser também o caso do testetdeicidade pelo método
de QPT. Podemos dizer que a dificuldade em correlacionar a rogfiada vitro com a
metodologiain vivo, assim como a baixa especificidade do método em questdo, parece
residir no fato de que o teste proposto demonstrou maior correlagéo edeito tdxico
ocorrido na conjuntiva, que por sua vez, € a estrutura ocular quse recenenor peso
durante a andlise do teste de irritagcdo ocularivo (alteracdes de iris e cornea recebem

peso 5, enquanto conjuntiva recebe peso 2, conforme etapanéxaola.

Apesar de receber um menor peso no t@stgivo, a possibilidade de dano a
conjuntiva ndo deve ser negligenciada. Lesbes nesta estrutulexr podem até ser
consideradas de menor relevancia em se tratando de produtos comigbdtetante
moderado a severo, porém, a avaliacdo das lesbes ocorridasjunaticansao Uteis na
avaliacdo de efeitos mais leves, especialmente osooeasis por produtos aplicados no
olho propriamente dito e ao redor do mesmo (ALTOX, 2007). Cabe teesspie a
avaliacdo da conjuntiva representa grande importancia enodedm sistema vascular e
imunoldgico, e que possiveis alteracdes nesta estrutura sdo ant@srina resposta
inflamatéria relacionada ao processo de toxicidade ocular (A, R007).

Assim, cada vez mais se torna clara a idéia de que unoaofmyia substitutivan
vitro ndo deve ser utilizada isoladamente para a avaliacéotagdo ocular, e sim através
de um conjunto de outras metodologias alternativas, com capadigadieteccdo de

diferentes desfechos.
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5.4 Considerac0es finais

De acordo com o publicado nd Emenda da Diretiva 76/768/CEE (2000), paises
membros da Unido Européia se comprometemalaolfr o uso de animais de forma
definitiva e permanente no controle toxicologico de produtos cosmétiedadas. E
complementam: A comissdo se esforcara em obter o reconhecimento reciproco dos
resultados de validacdo dos estudos in vivo/in Vit@abe ao profissional envolvido em
guestdes como essa, 0 bom senso na utilizacdo de abordageasiate evitando sempre
que possivel o sofrimento e a morte desnecesséarias dos sagincantribuindo para o

desenvolvimento de pesquisa cientifica de melhor qualidade.

Neste contexto se inseriu o presente trabalho, buscando porataltesnque
integram o modelo combinado de avaliacdo do potencial irritantarp@rmpliando o
elenco de alternativas e aprimorando nosso conhecimento a redpeit@ntagens,

limitacdes e peculiaridades dos modelos propostos.
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VI. CONCLUSOES

A analise dos resultados obtidos no presente estudo nos permitércone:

Cerca de 70% dos produtos acabados aqui avaliados induziram
algum grau de irritacdo ocular no teste de Draize. Como &ste €
Unico teste preconizado pela autoridade regulatéria nacional para
a avaliacdo da irritacdo ocular, e mediante a legislaig@mte,

gue proibe a comercializacdo de xampus da linha infantil com
potencial irritante, concluimos que ha uma evidente discrepancia
entre a Lei em vigor e a situacao real dos produtos acabados aqui
avaliados. Nossos dados demonstram a necessidade de
intensificacao de acgdes fiscalizadoras, especificamenta akes

de atuacao da Vigilancia Sanitaria;

A avaliagdo do coeficiente de variagdo do teste de QPT
conduzido com células 3T3 mostrou um valor de CV% global de
30,00%. Embora este valor seja considerado adequado, segundo
a OMS, para ensaios conduzidos com linhagens celulares, a
comparacao de nossos resultados demonstra que a utilizacao de
células SIRC (CV% global 16,82%) € mais vantajosa enoterm

de preciséo inter-ensaio;

Também em termos de sensibilidade, especificidade e precisa

observamos resultados mais promissores quando da utilizacédo de
células SIRC (Costa, 2006). Ainda em relacdo ao grau de

preditibilidade do método de QPT, pode-se concluir que ha uma
melhor capacidade em detectar produtos classificadasvo

como irritantes (sensibilidade = 94%) do que aqueles

classificadosn vivo como ndo irritantes (especificidade = 43%).
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Vi.

Nas condi¢des experimentais do presente estudo, a precisdo do

método foi estabelecida em 80%;

A avaliacdo de tensoativos pelo método de QPT nos mostrou
que este teste é capaz de diferenciar tensoativos quanta ao se
potencial irritante. Os valores de siCobtidos nesta etapa do
estudo foram muito semelhantes aos encontrados na literatura
internacional, demonstrando que, pelo menos para ingredientes
isolados, o método apresenta pouca variabilidade inter-

laboratorial;

A analise dos valores de correlacdo de Pearson entre 0s
resultados obtidos vivo e in vitro mostrou que o método de
QPT em células 3T3 tende a apresentar valores de cooelaca
melhor calibre para tensoativos do que para produtos acabados.
O fato de xampus e condicionadores serem constituidos, via de
regra, por uma mistura de ingredientes € uma provavel razdo
para a baixa correlagcdo observada entre os testes pactassta

de produtos;

No que tange a andlise das estruturas oculares, concluimos que
os valores obtidom vitro (ICsg) se correlacionam melhor com

as lesbes ocorridas na conjuntiva do que na iris e cérnea. Est
caracteristica foi observada tanto quando analisamos dados de

tensoativos, como quando consideramos produtos acabados.
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ANEXO

Testein vivo:

Serao utilizados dados provenientes do banco de dados do DFT/IRS@8saios
in vivo foram realizados segundo o POP n° 65.333.004 do INCQS/FIOCRUZijo
objetivo é a deteccédo e avaliacdo do potencial de irritabdigada o homem de qualquer

substancia ou produto acabado que possa vir a entrar em contatoabosos

O teste de Draize permite cinco classificacdes dos produtooamseu
potencial irritante ocular, sdo elas: nao irritantes (Nixamte leve (IL),
irritante moderado (IM), irritante severo (1S) e irritante maxi(IMax).

1) Animais: Coelhos albinos, machos ou fémeas da raca Nova Ze¢lafyithos e com
peso corpdreo acima de 2,0 Kg. Foram utilizados 5 animais por amostéisids
teste

2) Acondicionamento: Os animais foram mantidos em gaiolas individams
condi¢cdes controladas de temperatura (20 +/- 2°C) e umidadeaelat ar (30 —
70%) e ciclo claro/escuro constante (12 horas cada). Os aniroeleram racao e
aguaad libidum.

3) Preparo dos animais: Ambos globos oculares de cada animal foranmexias 24
horas antes do inicio do ensaio. Os animais que apresentaraasinpiconjuntiva
e globo ocular foram descartados.

4) Aplicagao: Instilou-se 0,1 mL do produto no saco conjuntival inferiemeseguida
massageou-se gentilmente durante 30 segundos. As substancias ou produtos
fortemente acidos ou alcalinos (pH menor que 2,0 e maior que 11,5) nép fora
testados, pois sdo reconhecidamente corrosivos.

5) Leitura: Foram realizadas leituras, por trés analistaspadsedos de 24h, 48h, 72h
e 7 dias, para a observacao das alteractes e graduacabdag@uadro 1)

6) Avaliac&do dos resultados: Foi dividida em etapa | e etapa Il

ETAPAI:

1) Determinagé&o da quantificagéo da lesao ocular
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Este célculo deve ser realizado para cada animal cormaageituras de 24, 48, 72 horas
e 7 dias, conforme a graduacéo das lesbes, segundo a equacae abgiztrando-se 0s
valores na ficha de soma das leituras para, em seguidalaca média aritmética de cada

tempo de leitura

Lxt = [(AxB) x 5 + (Cx5) + [(D+E+F) x 2]. Onde:

Lxt — Leitura de um animal em um intervalo de tempo (t)
A — densidade da opacidade

B — area da opacidade

C —irite

D — hiperemia

E — quimose

F — secrecéo

2) Selecdo da maior média aritmética entre as médias de 2Z24&%ras (Mkap,
MEsgn, ME721)

Seleciona-se a média de valor maximo (ME max), e posteriognoaftula-se a faixa de
confianga de acordo com a seguinte equacao: FC=MEmax+/-5, onde:
Fc — faixa de confianca

MEMAX — média aritmética de maior valor entre os tempos de4&the 72h.
Uma vez selecionada a ME max verifica-se se pelo menos dois valdresetheontram-se

dentro da Fc. Se tais valores forem encontrados, deve-se cansiddEmax e utilizar a

tabela 2, referente a classificacédo prévia do produto.
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Tabela 2: classificacdo prévia do potencial de irritabiliddelem produto

Classe Faixa/Escores Classificacao

I 0,0a14,9 Produto nao —irritante (NI)

I 15,0 a 24,9 Produto levemente irritante (IL)

i 25a49,9 Produto irritante moderado (IM)

A\ 50,0 a 79,9 Produto irritante severo (IS)

Vv 80,0 a 110,0 Produto Irritante Méximo (IMax)

ETAPA 1l — Classificacao final do potencial de irritabili@adcular
Esta etapa foi utilizada para confirmar ou alterar asiflaacdo da amostra ou substancia-
teste encontrada da etapa |. Para tal, fez-se uso da Balveferente a classificagcéo final

do produto.

Tabela3: Classificacao final do potencial de irritabilidaddarade um produto

Classificagéo Confirmacao da classificacéo inicial
N&o irritante (classe I) M24h < 2.4 — classe I; se M24> 2.4 ir para classe |
Irritante leve (classe 1) (1) M48h </= 2.4, classe Il; se M48h> 2.4, & paem (2)

(2) M72h</=2.4, classe II; se M72h > 2.4, ir para classe I

Irritante moderado (clasgg(l) M7d</= 20, ir para o item (2); se M7d > 20, ir para classe IV
1) (2) L7d </= 10 em pelo menos 3 animais, classe lll; se L7d>30 emmaios 1
animal, classe IV

Irritante severo (classe IV) (1) M7d</= 40, ir para i item (2); se M40 > para a classe V
(2) L7d </= 30 em pelo menos 3 animais, classe IV; se L7d > 60 lermpaos

um animal, classe V

Irritante maximo (classe v) (1) M7d > 40, ir para item (2)

(2) L7d > 60 em pelo menos 1 animal, classe V

* M = Média; h = horas; d = dias; L = leitura

10¢



Graduagéao

1

Estrutura Alteracdo 0 1 2 3 4
Areas translucidas
facilmente
Nenhuma | Area difusa ou giscerniveis, Area opalascentg, Opaca.
area disseminada, | getalhamento da Nenhum
Quanto o afetada ligeira perda de fis  |igeiramente| detalhamento Iris invisivel
densidade brilho dificultado. visivel da iris.
Cérnea
Quanto a area Sem Y (ou menos)| Entre %2 e Y% daEntre2e ¥ Entre % e area
afetada opacidade | mas nunca zero| cornea total
iris Irite iris normal | Raias com X X
congestao,
edema, Nenhuma reagéo a
congestao luz, hemorragias,
circuncorneal, destruicéo de
iris ainda tecido
reativa a luz
Conjuntiva Hiperemia Vasos Vasos injetados Congestdo difusa, Congestdo difusa. X
normais acima do| vasos Vvisualizados Nao  visualizagag
normal com muita| de vasos
dificuldade.
Quimose Auséncia | Leve edema Edema moderafd&dema severo comEdema severq
de edema com eversaq palpebras cobrindd com eversag
parcial das| metade do olho de pélpebras
palpebras podendo haver
fechamento
total do olho
Secrecao Auséncia | Quantidade Umedecimento de Umedecimento
de secrecag pequena de palpebras e pélossevero de area ao
secre¢ao adjacentes redor do olho X

D
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