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RESUMO

Certos ensaios toxicologicos utilizados no coetiad qualidade de produtos tém sido
guestionados por grupos defensores do bem estamrdomis por levarem ao sacrificio e
sofrimento injustificado de um namero extraordiodde animais. Além de questdes éticas, a
busca por métodos alternativos é uma questdo dearalevancia para os laboratérios oficiais
de controle da qualidade. O método HET-CANe(s Egg Test-Chorion Allantoic Membrane
vem sendo estudado como método alternativo ao testeritacdo ocular em coelhos. No
entanto, estudos que busquem avaliar a relacée estefeitos induzidom vivo em outras
mucosas €.9. mucosa oral) e o HET-CAM séo ainda escassos. Nestedo, 0 objetivo do
presente estudo foi avaliar o potencial de irribagé dentifricios de uso adulto, apreendidos por
Secretarias Estaduais e/ou Municipais de Saude usalinfantil, adquiridos comercialmente no
Municipio do Rio de Janeiro; comparando os resafiazbtidos em ensain vivo com aqueles
obtidos no método HET-CAM, abordando as vantagaeteseantagens de cada método. O teste
in vivo de irritacdo da mucosa oral foi realizado em hamsiconforme preconizado pela ISO
10.993 — Parte 10. Dependendo do seu potencialnie, um produto € classificado como: néo-
irritante (NI), minimamente irritante (IMin), irante leve (IL), irritante maximo (IM) e irritante
severo (IS). Para o teste vitro, seguiu-se 0 meétodo oficial de avaliacdo do padéimneitante
no ovo de galinha, tendo como principio a obsewalgh efeitos irritantes quando em contato
com a membrana corion-alantéide do ovo no déciraadiincubacdo. No método HET-CAM
os produtos foram testados em diluicdes de 10%li¢lia) e 100% por dois analistas, em
ensaios independentes. Este teste permite as segulassificacbes: NI, IL, IM e IS. Foram
analisados vinte produtos, sendo dez da linhaaeéultez da linha infantil. No métodovivo,
todos os produtos da linha adulta foram consideraditantes. Dentre os produtos infantis,
60% foram considerados como nao-irritantes ou namente irritantes, os demais foram
classificados como irritantes leves. Com excecaaimeproduto da linha adulta, todos os
dentifricios aqui estudados apresentaram valorespldedentro da faixa de seguranca
recomendada pela norma internacional 1ISO11.609. @datdo ao HET-CAM, n&o houve
discordancia entre a classificacdo final atribypda cada um dos analistas para os produtos
estudados, quando os mesmos foram avaliados n&ntcagdo de 10%. Ja na andlise dos
produtos puros, observou-se discordancia na dleessio atribuida pelos analistas. A andlise da
correlacdo existente entre os valores de escoitetosln vivo e in vitro demonstrou que 0s
indices de irritagdo obtidos em hamsters se caioglaram melhor com os valores obtidos no
HET-CAM quando os produtos foram testados a 10%gqu® quando testados puros. Para
avaliar o grau de preditibilidade do testevitro em relacdo ao modelo animal, estabeleceu-se
um ponto de corte para a diferenciacdo de prodidsbaixo potencial de irritacéo di4,99)
daguelas com potencial irritante @i 5,00). Parametros como precisdo (85%), sensi#ida
(100%) e especificidade (50%) foram determinadassd estudo permite concluir que, embora
haja uma correlacdo satisfatéria entre os resudtatbtidosin vitro e no teste de irritacdo da
mucosa oral em hamsters, o HET-CAM tende a sup@i@sibs resultados. Recomenda-se,
portanto, que os produtos considerados positivosHBE®-CAM sejam submetidos a outros
ensaiodn vitro (e.g citotoxicidada, RBC, olho isolado etc) para conficdo da classificagao
irritante.
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ABSTRACT

Animal welfare groups criticize some toxicologiamdsays, applied in the quality control of
products, because of the unjustified suffering ofextraordinary number of animals. Apart
from the ethical reasons, the search for alteraatiethods is a matter of great relevance to the
official quality control laboratories. The method®HCAM (Hens Egg Test-Chorion Allantonic
Membrane) is under study as an alternative for dlje irritation test, which is normally
performed in rabbits. Studies that intend to eatduhe correlation between the effects induced
in vivoin other mucosa (for example oral mucosa) andHB€-CAM, however, are scarce. In
this logic, the main goal of the present study teasvaluate the irritation potential of adult’s
toothpaste, confiscated by the Secretary of Hdadtih Rio de Janeiro State and/or City, and of
commercially available infant’s toothpaste, compgiihe results obtained vivo with the ones
obtained with the HET-CAM method. The advantages disadvantages of both methods were
also considered. The oral mucosa irritation testvivo was performed in hamsters, as
established by ISO 10.993-Part 10. The product® wkassified, according to the irritability
potential, as follows: not irritant (NI), minimaliyritant (IMin), slightly irritant (IL), maximally
irritant (IM) and severely irritant (IS). Concergirthein vitro test, the official method for the
evaluation of the irritant potential for applicatioof products on the chorion allantonic
membrane of hen eggs was performed and the prinfoppowed was that only eggs at the tenth
incubation day were used for the application ofssaiices and observation of effects. In the
HET-CAM method, two autonomous analysts tested gheducts pure (100%) and 10%
(triplets) diluted, in independent assays. This &ilsws the following classification: NI, IL, IM
and IS. Twenty products were analyzed, 10 prodiactadults and the other 10 for infants. In
the in vivo method, all products for adults were consideredants. Within the infant’s
products, 60% were considered not irritant or madlynirritant, whereas all the rest were
classified as slightly irritant. Except for one Hdwoduct, all the other toothpastes studied in
this monograph presented a pH level within the ©Bcuange recommended by the
international norm 1SO11.609. Concerning HET-CANREre was no disagreement between the
two analysts for the final classification of thegucts 10% diluted. For the analyses of the pure
products, however, divergence on the classificatstablished by the two analysts was
observed. The study of the correlation betweervéhees of the scores obtainiedvivo andin
vitro showed that the irritation index obtained in harsassociated better with the HET-CAM
method performed with the diluted products when pared to the results obtained for the pure
products. With the purpose of evaluating the grafigoredictability of thein vitro test in
comparison to the animal model, a cut-off was distadd for differentiation between products
with low irritancy potential (li4,99) and the ones with irritant potential¥56,00). Parameters
like precision (85%), sensibility (100%) and spety (50%) were determined. Our study
allow us to conclude that, although a satisfyingelation between the results obtaineditro
with the oral mucosa irritation test in hamstersswabserved, there is a tendency of
overestimation of the results with the HET-CAM nwdh It is, therefore, recommended that
products classified as positive with the HET-CAMgitti be submitted to further investigation
using otheiin vitro assays (such as citotoxicity, RBC, isolated egg iatorder to confirm the
label of irritant.
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|. INTRODUCAO

I.1 ConsideracOes Gerais

A intervencdo da autoridade regulatoria no mercdafisndamental e se justifica face a
necessidade de garantir a salde da populacéo ieettesddo consumidor. No entanto, alguns
ensaios toxicologicos utilizados no controle daligade de produtose.g. testes de rotina
descritos nas Farmacopéias ou em diretrizes irtiemas, tais como o tesie vivo para
deteccdo de contaminantes pirogénicos, o teste efiernidnacoes de B em ratos e
camundongos e os testes de irritacdo dérmica wac#o ocular em coelhos tém sido
guestionados pelos grupos defensores do bem estaardmais por levarem ao sacrificio e

sofrimento injustificado de um nimero extraordio&té animais.

Os grupos de defesa ambiental e aqueles que amganmea favor da abolicdo da
experimentacdo animal tém encontrado um supontefisefivo na Europa e Estados Unidos, e
suas idéias tém se expandido por todo o mundomAsshnecessidade de realizacdo de ensaios
utilizando animais tem sido seriamente questionaacamadas poderosas da sociedade, seja
no ambito politico, social ou ético. Esta tendénot@rnacional vem se tornando aparente
também no Brasil, onde instituicdes de pesquisaocarRlIOCRUZ ja contam com Comissdes
especializadas em analisar, caso a caso, a ufiizde animais de laboratorio (Comissdo de
Etica em Uso de Animais - CEUA/FIOCRUZ).

Com a tendéncia mundial de substituicdo do uso rdmads, algumas industrias
internacionais como, por exemplo, a de cosmeéticassgram a desenvolver e apresentar
resultados de testam vitro para a comprovacdo da seguranca de seus produérs. de
guestbes éticas, a busca por métodos alternativ@sapresentem vantagens tais como maior
confiabilidade, reducdo de custos e maior facikdae difusdo e incorporacdo por outros
laboratdrios € uma questdo de grande relevanci gmiaboratérios oficiais de controle da
gualidade.

Assim sendo, os laboratérios de controle da quddiddevem se adequar a esta nova
realidade, procurando desenvolver, implantar edgelmétodos alternativos que se mostrem



eficientes e Uteis ao controle toxicolégico de ptod sujeitos a acao da Vigilancia Sanitaria.
Neste caso, pode-se dizer que a inddstria quimicanesmo 0s 0rgados governamentais de
regulamentacédo e controle da qualidade estdo sebcesrte pressdo para substituir a
experimentacdo animal por métodos que nado utiliazemmais na avaliagdo toxicolégica de

novos produtos (Eun & Suh, 2000).

No caso especifico de produtos cosméticos € bastaidente esta pressao, sobretudo
ap6s a publicacdo da Diretiva 76/768/EEC (UNIAO EXHEIA, 2003), que é atualmente a
base da legislacdo técnica européia em cosmé@icarigo 4 de sua 62 Emenda estabeleceu que
0s testes em animais para avaliacdo da seguranadigos cosméticos, de higiene e perfumes
fossem definitivamente banidos até o més de juh@0D6. Porém mediante as dificuldades
encontradas pela Comunidade Econdmica Européia (EOCprocesso de substituicdo de
modelos animais por modelog vitro, alguns prazos foram prorrogados (Directive
2003/15/EC). A 62 Emenda a Diretiva 76/768/EECenido substituida por clausulas da 72
Emenda que estabeleceu um novo prazo para a @oibe estudos vivo para ingredientes
isolados de cosméticose. a partir de 11 de margo de 2009, embora para fpedcabados

esta proibicéo j4 esteja em vigor desde de 2004.

Para os teste de toxicidade sistémica, toxicocaditoxicologia reprodutiva, os prazos
para a substituicdo de modelos animais sdo maidesgjo a falta de alternativas consistentes
para estes desfechos. Assim, estes testes deegrambidos somente a partir de 11 de margo
de 2013 (Pauwels & Rogiers, 2004).

Véarios meétodos alternativos tém sido estudadostosiutonsiderados validos, mas
poucos validados (Balls & Fentem, 1997; De Toatkal, 1997; EUROPA, 1999). Por isso, ha
ainda hoje a necessidade de se estudar a aplickcd@iguns métodos alternativos para
comprovacao de eficacia e seguranca com caratedatégo. Além disso, em algumas
circunstancias, os testes em animais ndo podensigestituidos por um Unico método
alternativo. Nestes casos, 0 desenvolvimento deesgpiema de avaliagdo que envolva uma
bateria de testes deve ser levado em considergo@iendo também ser desenvolvido um
sistema hierarquico no qual os animais somentensgfiéizados para a confirmacao da auséncia

de toxicidade, reduzindo ao maximo o risco desegnas sofrerem quaisquer efeitos toxicos.



Estas condi¢Bes implicam em um enorme desafio aarmdustrias de cosmeéticos e para a

comunidade cientifica envolvida na questao (Pausvé&tegiers, 2004).

.2 Métodos Alternativos ao Uso de Animais de Ladidrio

O questionamento quanto ao uso de animais em imgeps cientificos data de
tempos remotos. Ja no século XIX, Marchall Hallpd® o primeiro cddigo de ética na
experimentacdo animal, que sugeria a substituiedgrahdes animais por animais inferiores na
escala zoolégica, a reducdo de repeticbes desaeassgle ensaios com animais e a
preocupacdo com a diminuicdo da dor imposta agsaési No ano de 1842, foi inaugurada a
primeira sociedade protetora dos animdsitish Society Prevention of Cruelty to Aninfals
posteriormente denominada de “Roy&bciety for the Prevention of Cruelty to Animals
(Hendriksen, 1994; Presgrave, 2002).

No periodo compreendido entre 1900 e 1950, o esandnais em pesquisa cientifica
cresceu de um pouco mais de um mil a muitos millpdesano. Havia, neste momento, muito
pouca evidéncia de qualquer interesse sustentadieizade métodos alternativos em pesquisa
animal, exceto entre alguns grupos de protecao sniefativamente pequenos. Passada a
Segunda Guerra Mundial, a preocupa¢do com queétias em pesquisa animal comecgou a

crescer (Wilhermus, 2001).

Na Inglaterra, em 1947, em artigo publicado peldeF®cdo de Universidades para o
Bem-estar Animal (UFAW Universities Federation for Animal Welfgrsurgiu o conceito dos
3R’s, onde foram consideradas as possibilidadesefileamento, reducdo e substituicdo de
trabalhos em animais. Somente em 1957, o conceg®BR'’s foi, pela primeira vez, discutido
publicamente em um encontro da UFAW sobre quesHiess aplicadas a técnica de
laboratorio. Em 1959, Willian Russel e Rex Brucheapntaram a comunidade cientifica o livro
“Principles of Humane Experimental Technique”, defdo os 3R’s, cuja sigla representa
“refinament”, “reduction” e “replacement”, o quesifica respectivamente (1) refinamentm
seja, a modificacdo de algum procedimento operatioom animais, objetivando minimizar a
dor e o estresse. A experiéncia da dor e do esttesy como resultado, mudancas psicoldgicas

gue interferem nos resultados obtidos. Sendo assimeresse dos cientistas é assegurar que as
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condicbes ambientais para os animais sejam as raslipossiveis; (2) reducée. um menor
namero de animais sendo utilizado para obter a megoalidade de informacdo, ou
maximizacao da informacdo obtida pelo mesmo animdB) substituicgoonde um sistema
experimental que esteja vinculado a totalidadeott@icdo da vida animal pode ser considerado
como um meétodo alternativo. Pode-se citar a prepdst utilizacdo de células, tecidos ou
microrganismos para subsequientes estuidos/itro ao invés do sacrificio de animais
(Hendrikesen, 1994; Rowan, 1997; Presgrave, 2002).

Na década de 60 e 70 a discussdo sobre 0 usordaigm@m pesquisa tornou-se mais
abrangente e madura. Estas décadas viveram a siiscde temas, tais como: meios para
reduzir tanto o nimero de animais de laboratéiizatios por experimento quanto o niamero
de experimentos realizados; otimizacéo das conslighe promovessem um maior bem-estar de
animais em experimentacdo animal; desenvolvimeatmétodos de refinamento das técnicas
convencionais, além de, sempre que possivel, atitemtde substituir modelos vivo por
modelosin vitro. Em 1975, o filosofo australiano Peter Singer dang livro intitulado “Animal
Liberation”, despertando o movimento de prote¢é® aumais e apontando o Teste de Draize
(Figura 1), primeiro ensaio preditivo para deteqgéo da irritabilidade oftalmica induzida por
drogas, cosméticos e substancias quimicas deporitionh H. Draize e colaboradores em 1944

(Draizeet al, 1944), como o maior alvo de combate para osséivi(Wilhermus, 2001).
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Figura 1: llustracdo do Teste Draize
Fonte: http://www. utcare.sa.utoronddresearchl.htm
(acessado em 13/ out / 2006)

Apesar da década de 70 ter sido de amadurecimamtque se refere a discussdo de
guestbes éticas em experimentacdo animal, a panmiblicacdo oficial sobre as leis e
diretrizes que regulamentam métodos de protecdwah@m experimentacdo cientifica e sobre
a aplicacdo dos 3R’s so surgiu em 1986, quandaunapk foi criada a Directiva EC86/906 que
descreve as leis que regem a protecdo de animai®sIem experimentacdo (Rowan, 1997,
Ballset al, 2000).

Na década de 80 a industria de cosméticos passowlyros ataques por parte de
organizacdes nao governamentais e de diversos s&agnda sociedade, através de uma
campanha contra a utilizacdo de animais para andiei;do do potencial de irritacdo durante o

processo de producdo de cosméticos (Figura 2negda época se observou uma diminuicao



consideravel do numero de coelhos utilizados nte s Draize pelas indUstrias de cosméticos
(Holden, 1989). Em 1984, o governo britanico coecetundos para o desenvolvimento de
métodos alternativos ao FRAME “Fund for the Replacement of Animals in medical
Experiments] que desde 1983, edita uma das principais revistasnacionais na area de
métodos alternativos ao uso de animais intitulaiibAd— “Alternative to Laboratory Animdls

Em 1994, foi inaugurado o ECVAM -Etropean Commitee for Validation of Alternative
Methods, instituicdo pertencente a Comissdo Européia reegada de promover o
desenvolvimento e validar técnicas e metodologestimhdas a substituicdo dos ensaios em
animais (ANVISA, 2003).

Figura 2: Cartaz de protesto contra o Teste Draize.
Fonte:http://www.stopanimaltest.com
(acessado em 13/ out / 2006).




I.3 Debates atuais sobre o uso de animais em pessqod Brasil

Apesar da possibilidade de utilizacdo de métodtesrativos ao uso de animais em
pesquisa cientifica e para fins didaticos figurapeta primeira vez na legislacéo brasileira ha
apenas uma década (Brasil, 1997), leis mais gguaislispdem sobre a protecdo animal datam
de meados da década de 1930 (Brasil, 1934). O deien® 24.645, de 10 de julho de 1934,
considera como maus tratos a mutilacdo ou ferimdaitm de forma voluntaria em animais,
mas excepciona aquelas operacdes praticadas nesseeda ciéncia; estabelece ainda medidas
de protecdo aos animais e, pela primeira vez, adBsteconhece como tutelados todos os
animais existentes no pais. Apesar de existir,aiana dos seus artigos, uma predominancia de
cuidados voltados para os animais de grande pmoitep equinos e bovinos, o Decreto-lei n®
24.645/34 foi durante muitos anos usado por aralegm, contudo, oferecer sistematizagcédo

adequada a questao da vivisseccao e experimerataigdal (Marquegt at.,2005).

Mais de meio século se passou desde entdo, e emhdéa de preocupacdo com o
bem-estar animal tenha ganhado adeptos em diveetoes de nossa sociedade, o Brasil ndo
possui ainda uma legislacdo que efetivamente regubteiacdo e o uso de animais para a
pesquisa cientifica e o ensino, em ambito nacidwalBrasil, possuimos legislagbes de carater
mais geral, como a Lei Federdl 6.638, de 8 de maio de 1979, que regulamenta tecgra
didatica e cientifica da vivisseccdo e estabelgoe essa técnica € permitida desde que
obedecidos alguns critérios, tais como, o emprelgogatorio de anestesia, a supervisdo
competente por técnico especializado, bem comal@aedo em centros de pesquisas e estudos
registrados em 6rgdo competentes e com animaidegiam permanecido por um periodo
minimo de 15 dias em biotérios legalmente autodga(Brasil, 1979). Embora estabeleca
algumas normas sobre a vivissec¢cdo e ainda preyajalidades, como a interdicdo e
cancelamento de registro de biotérios e centropedguisa infratores, o detalhamento sobre

cuidados especificos com os animais de laboragStépausente na Lei Federabn638/79.

A Lei n° 9.605, de 12 de fevereiro de 1998, dispde sobresamgdes penais e
administrativas derivadas de conduta e atividagsisds ao meio ambiente e denomina como
crime ambiental a préatica de “abuso, maus trags, du mutilar animais silvestres, domésticos
ou domesticados, nativos ou exoticos”, sendo a pabéel de detencédo de trés meses a um

ano, mais a cobranca de multa (Brasil, 1998). Arf&.605/98, no seu paragrafd do artigo



32, adota parcialmente o conceito dos 3R’s e eruipe mesma pena “quem realiza
experiéncia dolorosa ou cruel em animal vivo, aigda para fins didaticos ou cientificos,
guando existirem recursos alternativos”. A penaréentada de um sexto a um terco, se ocorrer

morte do animal.

Uma importante tentativa de se regular a praticexg@&rimentacdo animal no Brasil é o
projeto de lei A 3.964/97, de autoria de Sergio Arouca, hoje apesdrojeto de lei ‘h
1.153/95 (Brasil, 1995 e 1997). Dentre os divergostos importantes previstos no PL n°
3.964/97 destacam-se 0s seguinte9: § criagdo do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Anima{CONCEA), como 6rgdo normalizador, credenciadopesusor e
controlador das atividades de ensino e de pesquisa animais, inclusive monitorando e
avaliando a introducao de técnicas alternativassgbstituam a utilizagdo de animais em ensino
e pesquisaji() a criacdo das Comissdes de Etica no Uso de Anii@&BAS), obrigatdrias em
todas as instituicdes que pratiqguem a experimentagénal; eifi.) a definicdo das penalidades
aplicadas as instituicdes e/ou aos profissiondis @@mprego indevido das normas ou mesmo
dos proprios animais (tais como adverténcia, mutzspensdo tempordria, suspensado de
financiamento proveniente de fontes oficiais e a@g@nde fomento, interdicdo temporaria e
interdicdo definitiva em caso de ndo seguimentsukes determinacdes). Sdo ainda fixadas
normas para a realizacao de experimentos (com@ymmnplo, a obrigatoriedade de sedacéo,
analgesia, ou anestesia nos experimentos que pasagar dor ou angustia) e dispde sobre o
método utilizado para a eutanasia dos animais, @bipio de uso de bloqueadores
neuromusculares, bem como da reutilizagdo de unmmmesimal, se alcancado o objetivo
principal da pesquisa. Apesar de significar um m®oavangco no que se refere a regulacao
efetiva da criacdo e do uso de animais para a [3@squo ensino, esses projetos de lei foram
submetidos a Comisséo de Ciéncia e Tecnologia, Gmagéo e Informatica (CCTCI), tendo
sido aprovados na forma de um Substitutivo (Br&l03), mas que ainda hoje tramita no

Congresso Nacional.

As propostas em discussdo avangam no sentido oleheeer os principios que norteiam
a investigacdo cientifica alicercada nos 3R’s. #&lesbntexto, o Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) criou - ainda na digcde 1990 - ofrincipios Eticos na

Experimentacdo AnimalCOBEA, 2007), postulando doze artigos que passanortear a



conduta dos professores e dos pesquisadores nieapdat uso de animais, dos quais vale

destacar o art.°6in verbis

“Artigo 6°: Considerar a possibilidade de desenvolvimentméisdos alternativos,
como modelos matematicos, simulacdes computadaszasistemas bioldgicos "in
vitro", utilizando-se 0 menor niamero possivel dpéesmes animais, se caracterizada

como Unica alternativa plausivel.”

Porém as dificuldades existentes no processo dendasimento, implantacdo e
validacdo de métodos alternativos sdo bem conheddaomunidade cientifica, sobretudo se
considerarmos a substituicdo dos modelos animaspnocessos de avaliacdo de eficacia e

seguranca de novos produtos, tais como vacinasatas etc.

Apesar dessa dificuldade, no ano de 2005 foi paihtico Projeto de lei n® 325/2005 de
autoria do vereador Claudio Cavalcante - PFL, quercontra em tramitacdo em carater de
urgéncia, desde maio de 2006 na Camara de Versadimitdunicipio do Rio de Janeiro e prevé
o fim imediato das praticas de vivissec¢ado paradidatico-cientificos no municipio do Rio de
Janeiro (artigo 1% Fica proibida, no ambito do Municipio do Rio de @&ap, a vivisseccao,
assim como o uso de animais em praticas experinseqi@ a eles provoquem sofrimento fisico
ou psicologico, sendo este com finalidades pedag8gindustriais, comerciais ou de pesquisa
cientifica).

Vale ressaltar que tal projeto de lei prevé a pgadimediata e total da utilizacdo de
animais em praticas experimentais, sem sequer aifavssibilidade de se estabelecer prazos
e/ou categorias de ensaios que possam ser cargidatsubstituicdo por metodologias
alternativas, tal qual vem ocorrendo na Europa.

Este Projeto de lei sofreu veto por parte do p@f€ésar Maia (18/05/2006). Caso o
veto seja mantido, o projeto de lei sera arquivé&m.o veto for derrubado, o projeto sera
promulgado pela Camara num prazo de oito dias étgiassa a vigorar. Assim, conforme o
artigo 2 "As instituicbes e estabelecimentos, de ensino quesguisa cientifica, industriais e
comerciais que descumprirem as determinacfes agastao caput sera aplicada multa de R$

2.000,00 (dois mil reais), por animal utilizédde ainda no paragrafo Unicdefn caso de



reincidéncia a instituicio ou o estabelecimentoratdr terd cassado o alvara para

funcionamentb

Assim, mais uma vez faz-se evidente a necessidadeaValiacdo das normas legais
existentes no Brasil e a elaboracdo de novas npremsconsonancia com a realidade do
conhecimento cientifico e que possam padronizacass no que tange a utilizacdo de animais
nas praticas didatico-cientificas. Torna-se impevatadotar dispositivos realistas e que

garantam o cumprimento das leis vigentes.

1.4 Métodos alternativos validados

Véarios métodos alternativos se apresentam viavas ptilizacdo, porém poucos estao
validados, merecendo um estudo mais aprofundado/\eamdo validacdes intra-laboratoriais,
além do envolvimento de diversas instituicdes (stunter-laboratorias) para que se tornem
aceitos oficialmente pelas agéncias regulatériaddta possa parecer simples, esta ndo é tarefa
facil; e requer tempo expertisetanto na area especifica do ensaio em questaa cam
processo de validacdo de métodos.

A Europa e os EUA ja contam com centros de estunmap o ECVAM e o ICCVAM
(The Interagency Coordinating Committee on the \Atiawh of Alternative Methodls
respectivamente, que foram criados exclusivamemnte & finalidade de desenvolver e validar
métodos alternativos. Apesar de todos os esforgppgrte da comunidade cientifica e do fato
destas agéncias ja existirem ha mais de uma dépadaps sdo os métodos alternativos
plenamente validados e aceitos para fins regutst@@uadro 1). Segundo o ECVAM, somente
09 métodos alternativos séo hoje aceitos internatiizente como métodos oficiais por agéncias
regulatorias. Sédo eles: EpiSkin TM (1), Rat TER &)Epi-dermeTM (3) — testes de
corrosividade; 3T3-NRU - teste de fototoxicidadg ¢éstein vitro para absor¢cdo percutanea
(5), ensaio do linfonodo local murino (LLNA) (6gstes de Elisa para avaliagdo da poténcia das
vacinas anti-erisipela (7) e anti-tétano (8), e fio, o teste da inibicdo da ligacdo de toxina
ToBI - toxin binding inhibition metho(P).

1C



Quadrol: Exemplos de métodos validados/aceitos fiasa regulatérios segundo o

ECVAM.
Teste Desfechos avaliadddodelo usado |Ensaio Validacao | Aceito para
substituido fins
regulatorios

Teste de | Pirogénicidade mediada pareste de 2006 Nao
Pirogénio |endotoxinas Gran-negativa®lirogénio en
in vitro Quantificacdo de IL-1 ou IL-6 naoelhos

sangue total humano fresco |ou

criopreservado, ou quantificacéo de |IL-

6 em linhagem celular - MonoMac 6 —

ou em células monociticas isoladas do

sangue periférico.
Ensaio do|Potencial dermo-sensibilizante |deeste de2000 2002 (OECI
Linfonodo |xenobidticos/quantificacdo de 3HJaxi- test guideline
Local timidina nos linfonodos auriculatres [daizagédo e 429)
Murino camundongos previamente tratageste de
(LLNA)w com a substancia-teste. Buehler em

cobaias

Ensaio de Potencial fototoxico de ingredientélestein vivo| 1998 2002
foto- usados na formulagdo de produtEsm cobaias (Directiva
toxicidade |preconizados para uso na pele humana 67/548/EEC;
(3T3-NRU) |que pode ser exposta a luz solar*/ Draft OECD

utilizacdo da linhagem celular 3T3

(embrido de camundongo) e corante

vermelho neutro (NRU)

test guideline
432)
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[Continuag&o Quadro 1]

Teste Desfechos avaliadddodelo usado |Ensaio Validagao | Aceito para
substituido fins

regulatérios

Teste de Avaliagdo de  possiveis efeitoBestein vivo| 1998 2000 ¢

U

corrrosivida |corrosivos para a pele humatem coelhos (Anexo V da
de pele induzidos por xenobioticos/EpiskinTM, Council
Epi-dermeTM. Directive
67/548/EEC
part B.40) €
2002 (OECD
Test
Guideline
431)

Fonte: ECVAM.
Y: o LLNA faz uso de camundongos, porém ha nestaiensna reducao do niimero de animais, da

duracéo do teste e da dor e sofrimento vivencipdtms animais em teste.

Além de tentar validar novos métodos, cabe a cotade cientifica o bom senso de
excluir de seus compéndios oficiais metodologiasoldtas, que pouco contribuam no
fornecimento de dados relevantes para a ciéncigeeautjlizem um grande nimero de animais
ou provoquem dor, angustia ou sofrimento aos mestdaos exemplo desta conduta é a
exclusdo do método de dose letal 50% (DL50%) eni 2@@ Directiva 67/548/EEC e das
guidelinesda OECD.

Como pode ser visto no Quadro 1, alguns métodesnativos, que avaliam danos "a
pele humana causados por produtos e agentes gsjnuiemoe.g. teste para avaliacdo do
potencial dermosensibilizante, efeitos corrosivdstetoxicidade, ja foram validados e aceitos
nos compéndios oficiais. No caso especifico dofedess relacionados a irritacdo ocular e de
mucosa oral - tema do presente estudo - ndo ha atémento um Unico método alternativo
plenamente validado, apesar de existirem diversét®dos validos, come.g. o HET-CAM
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(Hens Egg Test- Chorion Allantoide Membran&AM-TBS (horioallantoic membrane-
trypan-blue staining BCOP (bovine corneal opacity and permeability j)estestes de
citotoxicidade (NRU, MTT e outroshed blood cell hemolysis te@BC), entre outros (Balls &
Karcher 1995 e Costa, 2006).

No caso do uso de animais exclusivamente parafidé@icos, a substituicdo do uso de
animais se torna muito mais facil devido a exigg€me inimeros recursos alternativos (CD-
ROM, videos, modelos etc) do que, por exemplo,ratga laboratorial relacionada a avaliacdo
de seguranca e eficacia de produtos. Em contragmntmlume e ao nivel de exceléncia das
pesquisas cientificas realizadas mundialmente osmmeem territério nacional, existe uma
nitida insuficiéncia de normas balizadoras da ctandientifica no que se refere ao trato com
animais. Porém, é cada vez maior o nimero de Eegitpres preocupados com a utilizacédo
ética de animais, preservando ao maximo seu bean-est

Neste contexto, em maio de 2002, na cidade de Bekizonte MG., ocorreu um
encontro com diversos pesquisadores de todo olBosle discutiu-se as necessidades, as
formas de se controlar e evitar abusos, a regul@at@m e os comités de pesquisa institucionais.
Desta discusséao surgiu um artigo publicad@dcta Cirurgica Brasileira(apud Marqueset al,
2005). Outro evento importante referente ao ten@rea em outubro de 2005 no Rio de
Janeiro,i.e. 0o “I Encontro sobre Métodos Alternativos ao Uso Aeimais para Fins
Regulatorios” (EMALT), onde representantes de diwsrsegmentos de nossa sociedade (entre
eles laboratérios oficiais, ANVISA e industria) gpeentes internacionais representantes dos
principais centros internacionais de estudos edagdio de métodos alternativos ao uso de
animais €.9g.ECVAM e FRAME) se reuniram para apresentar avamgosdiais e discutir os
caminhos para a implantacdo e validacdo de metgidsl@lternativas no campo regulatério de
produtos sujeitos a Vigilancia Sanitaria. Um reldés discussdes e avancos obtidos no EMALT
foi publicado na revista cientifica ingledéternatives to laboratory animals: ATL{®resgrave
& Bhogal, 2005).
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|.5 Produtos cosméticos

Os produtos cosmeéticos tém uma historia de maitms, sendo usados pelo homem
desde de épocas remotas. Inicialmente as fontesewe ingredientes eram essencialmente
plantas, animais e minerais, no entanto o avangeatlogia resultou na inclusdo de muitas

substancias quimicas na formulacao destes produtos.

De acordo com a definicdo conferida pela legislaggente (Resolugédo RDC n°211 de
14 de julho de 2005) produtos cosmeéticos SareparacOes constituidas por substancias
naturais ou sintéticas, de uso externo nas divegsases do corpo humano, pele, sistema
capilar, unhas, labios, 6rgdos genitais externosntds e membranas mucosas da cavidade
oral, com o objetivo exclusivo ou principal de lénps, perfumé-los, alterar sua aparéncia, e
ou corrigir odores corporais e ou protegé-los ounté&los em bom estadoEm relacdo aos
produtos destinados ao uso infantil a legislacélam@: ‘produtos cosméticos ndo podem conter
substancias causticas ou irritantegssim sendo, os produtos cosmeéticos antes dgacm ao
consumidor, devem passar por processo de aval@dgasco e por testes de seguranca, para

gue se faca valer o direito do consumidor e a garda saude da populacéo.

A avaliacdo de risco € o processo que se estip@l@bilidade de um determinado
agente quimico produzir efeitos adversos em uma gagdulacéo, sob determinadas condi¢des
de exposicéo. E o resultado deste processo, calthemino caracterizac¢do do risco, que orienta
as decisbes das autoridades regulatérias, destimadaduzir ou eliminar o risco de agravos a
saude decorrente a exposicado a substancias quirRmdanto, para que se possa utilizar com
seguranc¢a um produto, é preciso submeté-lo a utedadde ensaios toxicoldgicos. A avaliacao

de risco pode ser realizada através da avaliacg&aliténcias quimicas e/ou produtos acabados.

Por muitos anos tém-se buscado métodos apropripdi@s avaliacdo de produtos
cosméticos e de suas matérias-primas com relaggoistms que estes podem representar a
saude humana. A preocupacdo € pertinente, pois dénpertencerem a um mercado
notoriamente crescente em todo o mundo, algumad&dias contidas em suas formulagdes
podem provocar irritacdes na pele, mucosas e offiegps adversos que vao de lesdes leves a

gueimaduras graves. Pode-se observar 3 tipos paiscde reacdes ao uso de cosmeéticos
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(ANVISA, 2003): (a) Irritacdo: intolerancia localogendo corresponder a reacdes de
desconforto menores, mas também a reacdes maigmosmagudas, variando sua intensidade,
desde ardor, coceira e pinicacdo podendo chegax edérosdo e destruicdo do tecido. Todas
estas reacdes se restringem a area em contato doet o produto; (b) Sensibilizacéo:

corresponde a uma alergia, que € uma reacao de efeidiato (de contato ou, urticaria) ou

tardio (hipersensibilidade). Ela envolve mecanisimegnologicos e pode aparecer em outra
area, diferente da area de aplicacdo. Portantop@riante insistir gue no campo da imunologia
deve-se, ndo apenas, verificar se um produto pedendadear uma resposta alérgica em
pessoas pré-sensibilizadas, mas também, verifecar @oprio produto ndo é capaz de induzir
uma reacao alérgica ao consumidor; (c) Efeito mist& resultante da passagem de quaisquer
ingredientes do produto para a circulacdo geradfatnente por via oral, inalatoria, transcutanea
ou transmucosa, metabolizados ou n&o. Vé-se aquecassidade de avaliar o risco dos

ingredientes que constituem a formula.

Segundo o “Guia para Avaliacdo de Seguranca dduRr® Cosmeéticos” (ANVISA,

2003), a avaliacéo de seguranca deve precedeo@acéb do produto cosmético no mercado. E
de inteira responsabilidade do fabricante, do itgomr ou do responsavel pela colocagéo do
produto no mercado, garantir sua seguranca pa@rmsimidores nas condicdes normais ou
razoavelmente previsiveis de uso conforme assegued termo de responsabilidade

apresentado, onde a mesma declara possuir dadgsatiatorios que atestam a eficacia e a
seguranca de seus produtos. Uma vez que o prodsiioético € de livre acesso ao consumidor
0 mesmo deve ser seguro nas condicbes normaizoaveimente previsiveis de uso. A busca

desta seguranca deve incorporar permanentemertngaado estado da arte da Cosmetologia.

A maioria das informacdes necesséarias na avalidgaisco potencial de um produto
cosmeético resulta do conhecimento dos ingrediesuiescompdem sua formula. S&o eles que
podem, diretamente, ser 0s responsaveis por quatdeieo sistémico e por boa parte do risco
alergénico. Contudo, a formula do produto acabaatte pnterferir, a medida que facilita a
absorcdo total ou parcial dos ingredientes sendporesavel, também, por possiveis
sinergismos, resultantes da associagéo de ingtedidPortanto, o conhecimento disponivel dos
ingredientes pode ndo ser suficiente para prevenirfeito indesejavel ao consumidor alvo.

Além dos componentes, deve-se avaliar outros parésnenvolvidos tais como: o uso do
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produto, area de aplicacédo, se o produto é enxafjus®/o uso é prolongado e repetido, diario

ou nao, entre outros. Dessa forma, o risco potepede ser diferente, em cada caso.

1.5.1 Os dentifricios

Segundo nossa legislacdo (Decreto No 79.094, aejaéngiro de 1977), os dentifricios
sdo: ‘Produto destinado a higiene dos dentes e da booagdepdo ser colorido e/ou
aromatizado, mas sem irritar a mucosa integra, ngmrejudicar a constituicdo normal dos

dentes”

A principal funcdo de um dentifricio é remover tfrardas solidas aderentes da
superficie do dente. Apesar de numerosos, os medigsmeéticos sdo formulados com um
namero restrito de ingredientes. No caso de désitif, os abrasivos e 0s tensoativos sao 0s
principais produtos encontrados em suas formulag@esbrasivo tem a finalidade de limpar
mecanicamente a superficie do dente, mas senr igitmucosa oral, nem causar danos a
constituicdo normal dos dentes. Os tensoativos lstarp o efeito de limpeza fazendo a

remocao de particulas organicas (Wadlfl, 2001).

Tensoativo € qualquer substancia (ou composto)sejge capaz de reduzir a tensao
superficial ao estar dissolvido em agua, ou queized tensdo interfacial por adsorcéo
preferencial de uma interfase liquido-vapor e outterface. Existem quatro tipos principais de
tensoativos, classificados pela natureza de suleted hidrofilica, sdo eles: anféteros,
anidnicos, catidnicos e nao-ionicos:

Tensoativo anfotero: é aquele que tem dois ou mais grupos funcionaig, qu

dependendo das condi¢bes do meio, podem ser i@sizzd solugcdo aquosa e dao as

caracteristicas de surfactantes aniénicos ou ¢edin

Tensoativo anibnico: € aquele que em solu¢cdo aquosa se ioniza produZordo
organicos negativos, 0s quais sao responsaveisipatiade superficial.
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Tensoativo catidnico: € aquele que em solugcdo aquosa se ioniza produzordo

organicos positivos, 0s quais sao responsaveisafieldade superficial.

Tensoativo nao-idnico: € aquele que ndo produz ions em solucdo aquosa. A
solubilidade em agua desses tensoativos € deviasgnca nas moléculas de grupos

funcionais que tém uma forte afinidade com agua.

Trabalhos experimentais com varios tensoativosodetram que sua toxicidade esta
diretamente relacionada com a concentracdo e comaptd da cadeia do grupo lipofilico, e que
0s tensoativos ibnicos frequentemente exibem ne@to do que os ndo-idnicos (Gloxhuber,
1974). Os tensoativos causam danos significata® tha estrutura lipidica como em protéicas,
podendo alterar a capacidade de barreira biolagoderida a pele e mucosas (Froebel.,
1990). H& uma relacdo positiva entre os efeitosamies causados por um tensoativo e sua
absorcéo/penetracdo através de uma barreira lialégiua habilidade de danificar membranas
celulares (Mizushimat al, 2000). A propriedade de tensoativos de adsamaerinterfaces
polar/apolar causa uma consideravel influénciaesobembranas bioldgicas, determinando o

processo de citdlise.

1.6 Teste de irritacdo da mucosa oral

A experimentagcdo animal tem servido, ao longo déas anos, como um meio de se
determinar a eficacia e a seguranca de diversagdésudias e produtos, em diversas aréas.
teste de irritacdo da mucosa arahsiste naplicacdo do produto na bolsa gutural de hamsters,
com lavagem subsequente, durante um determinadadpede tempo. Sao feitas observacoes
macroscopicas da mucosa e, ao final do ensaio,nimsad sdo eutanasiados para exame
anatomo-histologico. A mucosa oral normal é conp@slr epitélio escamosos estratificado,

gue repousa sobre um tecido conjuntivo fibroso.

Em contraste com os teste de irritagdo dérmiceatagéo ocular, o teste de irritacdo da
mucosa oral ainda nao foi bem reportado. Seu ipime@sta fundamentado na avaliacdo da
capacidade de um determinado produto vir a causacio quando em contato com a mucosa
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oral. Em um contexto geral, a bolsa gutural de bermgsepresenta um modelo Util para estudo
de diferentes mudancas e lesdes que podem ocarrepitélio estratificado da mucosa oral
(Eveson, 1981).

Embora o modelo animal seja considerado mais @mpt os testes mais longos, o0s
mesmos apresentam um maior namero de variaveidvaa® requerem maior espaco fisico e
maior demanda de pessoal, sdo mais caros e envojuestdes éticas importantes. Contudo,
sdo sistemas utilizados hd muitos anos e extensanestudados tornando-se assim bem
conhecidos. A complexidade dos sistenimagivo torna extremamente dificil a possibilidade de
um anico testén vitro vir a substituir com exatidéo o processo de géta

1.7 Teste HET-CAM

O uso de ovo embrionado de galinha (HET- HUhner4gorten-Test) foi inicialmente
introduzido no meio cientifico como teste toxicatiy para se obter informacdes sobre
embriotoxicidade, teratogenicidade e toxicidadésiga, incluindo imunopatologia e as vias
metabdlicas (Luepke & Kemper, 1986).

O método HET-CAM ens Egg Test- Chorion Allantoide Membrasargiu na década
de 1980 (Luepke, 1985), quando foi introduzido 0 da membrana cérion-alantdide (CAM) de
ovo embrionado de galinha (HEHuehner-Embryonen-TgsfFigura 3) com a finalidade de
avaliar o grau de irritacdo de mucosas induzido udrstancias quimicas. Atualmente, em
alguns paises membros da Comunidade Europgjairanca e Alemanha, o teste HET-CAM é
aceito pelas autoridades regulatérias como métadmau no desenvolvimento de produtos
cosmeéticos (Liebscét al.,2002).

Pode-se dizer que os ensaiogitro, por serem sistemas mais simples e mais facilmente
controlaveis, apresentam algumas vantagens coméceko sisteman vivo. Geralmente, séo
mais sensiveis, reprodutiveis, rapidos, econdmiposduzem uma quantidade menor de
residuos e alguns estdo sujeitos a automacao (Bteazi1993). No caso especifico do método

HET-CAM, este apresenta vantagens como: € um &estedmico e de facil implantacdo no
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laboratdrio, apenas um técnico treinado € sufieipara realizacao do teste, tem duracdo média

de 1 hora com os primeiros fendmenos ocorrendoGsegundos.

Sabendo-se que um dos fenbmenos observados rexrtasvo de irritacdo de mucosas
(e.g teste de irritacdo ocular, testes de irritacdonmdeosa oral, peniana, vaginal etc) € o
aparecimento de alteracdes vasculares, a escdinangéodo alternativo HET-CAM tem por
finalidade avaliar a possibilidade de uma boa tagé® com os resultados obtidos nos testes
vivo, uma vez que este permite a avaliacdo imediatéen@nenos vasculares, tais como

hiperemia, hemorragia e coagulacéo.

Figura 3. Membrana cérion-alantéide (CAM) de ovo embrionddaalinha.

(A Figura A mostra a membrana cérion-alantdidedtat® a Figura B efeitos

vasculares durante a realizacdo do teste HET-CAM).

1.8 Relevancia do Estudo

O HET-CAM vem sendo estudado desde 1988 como métidmativo ao teste de
irritacdo ocular em coelhos (Worth & Balls, 2001oMt & Cronin, 2001). No entanto, estudos
gue busquem avaliar a relacdo entre os efeitozithosin vivo em outras mucosas.{.oral) e
o HET-CAM séo ainda escassos. No caso da avalidgatoxicidade ocular induzida por
produtos, assim como em outras situacdes, sabaiseum Unico método alternativo
dificilmente sera capaz de substituir o uso de almAssim, 0s principais centros
internacionais de estudos e validacdo de métodesalivos ao uso de animais recomendam

gue a comunidade cientifica: (a) continue a buscsas metodologias, (b) aprofunde seus
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conhecimentos a respeito das metodologias préeexest, procurando conhecer as
peculiaridades destes métodos e avaliando um nudeesnibstancias/classes de substancias e,
(c) sempre que possivel, proponha protocolos gimmsseensiveis e reprodutiveis. Assim
acreditamos ser importante avaliar de forma cadista aplicabilidade do método HET-CAM

na avaliagdo do potencial de irritacdo da mucosh or

Além disso, devido ao fato de um numero significatile cremes dentais terem sido
apreendidos nos Uultimos anos por desvio de quaidadpor terem causado inchacos,
gueimaduras e outros processos inflamatérios naosauoral de consumidores, levando
inclusive a suspensao de uso e comercializacd@edesbdutos em todo territério nacional
(RESOLUCAO n° 192, de 4 de fevereiro de 2003 e RHESPAO n° 61, de 13 de janeiro de
2003 da ANVISA), optou-se pela avaliacdo de prosipra higiene dental e bucal.

Neste contexto, o presente trabalho pretende bontpara uma maior compreenséao da
aplicabilidade deste método através da observagadferbmenos vasculares na membrana
corion-alantéide de ovo embrionado de galinha rediagéo do potencial toxico de dentifricios

como um modelo alternativo ao teste de irritacdmdeosa oral em hamsters.
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Il. OBJETIVOS

[1.1 Objetivo Geral

Avaliar a aplicabilidade do método HET-CAM como uralernativa ao teste de

irritacdo da mucosa oral na avaliacao do poten@iato de dentifricios.

[I.2 Objetivos Especificos

1. Avaliar o potencial irritante de produtos de uadulto, apreendidos por
Secretarias Estaduais e/ou Municipais de Saudes esd infantil, adquiridos
comercialmente no municipio do Rio de Janeiro ésalo teste de irritacdo da

mucosa oral em hamsters;

2. Analisar a natureza e o grau de severidade fédsinduzidos na mucosa oral
de hamsters pelas diferentes classes de produtosnao irritante (NI),
minimamente irritante (IMin), irritante leve (IL)fritante moderado (IM) e

irritante severo (1S);

3. Avaliar a reprodutibilidade do método HET-CAMopngparando resultados
obtidos por um mesmo analista em ensaios indepteslen entre analises

realizadas por dois diferentes analistas;

4. Avaliar a correlacdo existente entre os achadasroscédpicos e microscépicos
na mucosa oral de hamsters (teste de irritacdowtasa oral) com resultados
obtidosin vitro (HET-CAM), abordando as vantagens e desvantagernsada

método;

5. Avaliar parametros como precisdo, sensibilidadespecificidade do método

proposto em comparacéo com o teste de irritacioudasa oral.
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lll. MATERIAIS E METODOS

I11.1 Solucéo empregada

Solucéo Salina 0,9%

NaCL 99
Agua destilada gsp 1000ml

[11.2 Equipamentos utilizados

- Balanca Digital Mettler PE 3600

- Cronbmetro

- Placa aquecedora Corning PC600

- Luminaria Fiber Lite série 180

- Incubadora de ovos Premiun Ecoldgica
- Motor de dentista

-Tesouras para iris curva

-Pincas para iris curva

- Lupa

- Otoscopio

-Microscépio Olympus BH-2
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[11.3 Materiais e reagentes de uso geral

- Bechers 10ml e 250ml

- Seringas de 1 e 5 ml
- BalBes volumétricos de 10ml
- Micropipeta de volume variavel (110 a 100ul)
- Gaze

- Alcool etilico 70% v/v

I11.4 Produtos

Foram analisados 20 produtos acabadong @dentifricios de uso adulto e infantil)
representativos das cinco classificagbes quantpodencial de irritacdo da mucosa oral em
hamsters i(e. produtos néo irritantes, minimamente irritantesitantes leves, irritantes
moderados e irritantes severos), comercializadoauracipio do Rio de Janeiro ou apreendidos
por Secretarias Estaduais e/ou Municipais de Satliddos os produtos analisados foram
numerados, sendo que os da linha adulta recebamararacdo de 01 a 10 (DT01 a DT10) e da
linha infantil de 11 a 20 (DT11 a DT20). A relagdms produtos analisados, seus fabricantes,
marcas e composi¢cdes encontram-se descritos néTabe

Os produtos avaliados foram produzidos por 8 difexe fabricantes e receberam
codigos conforme descrito a seguir: FB0O1, FB02,FBWB04, FB05, FB06, FBO7 e FB08. Ao
todo foram avaliadas 14 marcas, codificadas condi@ito e 01 letra. O digito se refere ao

fabricante e a letra, a marca em si. Assim, osyiosdreceberam os seguintes c6digos:

Fabricante 1 (FBO1) : MO1/A e MO1/B

Fabricante 2 (FB02) : MO2/A

Fabricante 3 (FB03): MO3/A, M03/B, M03/C e M03/D
Fabricante 4 (FB04): M04/A, M04/B e M04/C
Fabricante 5 (FB05): MO5/A
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Fabricante 6 (FB06): MO6/A
Fabricante 7 (FBO7): MO7/A
Fabricante 8 (FB08): MO8/A

Alguns produtos da linha adulta sdo de uma mesnraamapresentam formulagdes
idénticas e por isso receberam caédigos idéntic@92DDT03, DT04, DTO5, DT09 e DT10 =
MO01/B e DTO7 e DT08 = MO03/A), porém cada um degtesdutos € proveniente de um

determinado lote e foi apreendido em locais e diisdmtas.

Os produtos do fabricante FBO1 (MO1/A e M01/B) foraroduzidos em localidades

diferentes, apresentam nomes de marca diferemesngém formulagdes idénticas (Tabela 1).

Os produtos da linha adulta ingressaram no INCQ@® @3 meses de novembro de 2002
e maio de 2004 através de denuncias de terem cautatbs a salde bucal de seus
consumidores. Os produtos da linha infantil foralguaridos no comércio do municipio do Rio

de Janeiro, no més de abril de 2005, exclusivanpartea realizacdo deste estudo.
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Tabela 1: Dentifricios: uso, codigo, fabricante, marca e posigao.

Produto | Uso | Cddigo| Fabricante Composicao
/Marca

Creme | Adulto | DTO1 | MO1/A |1500ppm de Flior, Agua Desmineralizada, Alcoolidi

Dental Aroma de Menta, Carbonato de Cal
Carboximetilcelulose, Glicerina, Lauril Sulfato &dio
Metilparabeno, Sacarina Sodica, Silicato de Soc
Sorbitol. (Monofluorfosfato de Sodio)

Creme | Adulto | DT02

Dental

Creme | Adulto | DTO3

Dental

Creme | Adulto | DT04 MO01/B |ldem DTO1

Dental

Creme | Adulto | DTO5

Dental

Creme | Adulto | DT06 MO2/A | 1500ppm de Fluor; Bicarbonato de Sdodio, Glice

Dental Sorbitol, Carbonato de Calgid.auril Sulfato de Sodi
Carboximetilcelulose, Composicéo Aromatica e Agua.
(Monofluorfosfato de Sodio)

Creme | Adulto | DTO7

Dental MO3/A |1200ppm de Fluor, Sorbitol, Carboximetilcelult

Creme | Adulto | DT08 Carbonato de Calcio, Lauril Sulfato de Sodio, Sae

Dental Saédica, Composicdo Aromaética, Formaldeido e A
(Monofluorfosfato de Sodio)

Creme | Adulto | DT09

Dental MO01/B |ldem DTO1

Creme | Adulto | DT10

Dental
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[continuagao tabela]l

Produto | Uso | Cddigo| Fabricante Composicao
/Marca
Gel Infantil | DT11 | MO4/A 1100ppm de flior, Sorbitol, Agua, Silica,
Dental Polietilenoglicol 600, Carboximetilcelulose, Lauril
Sulfato de Sddio, Aroma, Sacarina Sodica, Corari@és:
77891, CI 77019, Cl 42090, CI 47005. (Fluoreto de
Sodio)
Gel Infantil | DT12 | M04/B 500ppm de Fluor, Sorbitol, Agua, Silica, Polietibgticol,
Dental Carboximetilcelulose, Lauril Sulfato de Sodio,
Composicdo Aromatica, Sacarina Sodica, CIl42090.
(Fluoreto de Sodio)
Creme | Infantil | DT13 | MO5/A 1100ppm de Fltor, Agua Desmineralizada, carbonato d
Dental Céalcio, Sorbitol, Aroma Artificial de Morango, Lalr
Sulfato de Sodio, Carboximetilcelulose, Sacarindi&g)
Benzoato de Sodio, Agua, Cl 14720. (Monofluorfasfat
de Sadio)
Gel Infantil | DT14 | M04/C 1100 ppm de Flaor, $bitol, Silica, Lauril Sulfato di
Dental Sadio, Polietilenoglicol, Carboximetilcelulose, SHna
Sddica, Composicao Aromatica, Corantes: Cl 42090, C
77019, Cl1 77891. (Fluoreto de sbdio)
Gel Infantil | DT15 | MO6/A Glicerina, Sorbitol, Agua Desmineralizada, Sili®EG-
Dental 400, Lauril Sulfato de Sodio, Aroma menta, Benzai#o

Sodio, Gomeeelulose, Sacarina Sddica, Cl 19140,

42090. Nao contém fluor.
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[continuagao tabela]l

Gel Infantil | DT16 |MO0O3/B 1100 ppm de Flaor, Sorbitol, Carboximetilcelulose,

Dental Di6xido de Silicio, PEG400, Lauril Sulfato de Sodi
Sacarina Sddica, Composicdo Aromatica, Cl 45.430, C
77.019, Cl 77.891, Formaldeido, Agua. (Fluoreto de
s6dio)

Creme | Infantil | DT17 |[MO7/A 1000ppm de Fluor, Carbonato de Calcio, Lauril Saltke

Dental Sodio, Sacarina Sddica, Dioxido de Silicio, Sotbito
Carboximetilcelulose, metil e propil parabenos,
composicdo  aromatica, Cl 16.255 e Agua
(Monofluorfosfato de Sodio)

Gel Infantil | DT18 | MO8/A Benzoato de sodio, Carboximetilcelulose, Didxido de

Dental Silicio, Esséncia de Tuttiuti, Extrato de Malva
Glicerina, Sarcosil, Sorbitol, Sucralose, Xilitohgua
Desmineralizada, Cl 45.430. N&o contém fluor.

Gel Infantil | DT19 |MO03/C 1100 ppm de Fldor, Sorbitol, Carboximetilcelulose,

Dental Di6xido de Silicio, PEG400, Lauril Sulfato de Saodi
Sacarina Sddica, Composicdo Aromatica, Cl 45.430, C
77.019, Cl 77.891, Formaldeido, Agua. (Fluoreto de
sédio)

Gel Infantil | DT20 | MO3/D 1100 ppm de Fldor, Sorbitol, Carboximetilcelulose,

Dental Dioxido de Silicio, Lauril Sulfato de Sodio, Sacat

Sddica, Composicdo Aromética, Cl 42.090, CI 77.@l9,
77.891; PEG-400, Formaldeido, Agua. (Fluoreto de

sodio)
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.5 Teste HET-CAM

A metodologia que foi utilizada esta descrita Journal Officiel de La Republique
Francaise — Arreté du 2Blovembre 1996 relativa ao método oficial de avaliagdo do paiedn
irritante por aplicacdo sobre a membrana coriontdide (MCA) do ovo de galinha, tendo
como principio a observacdo dos efeitos irritantdbiperemia, hemorragia,
coagulacéo/opacidade) determinados por substémgiascas ou produtos acabados quando em
contato com a MCA no décimo dia de incubacéo.

3.5.1 Procedimento

A) Ovos - Foram utilizados, para cada produto, 4 ovos SPtifados de galinha da raca
Leghorn, provenientes da Granja Resende, pesard® B0 e 60 gramas. No momento do
recebimento, todos ovos passaram por inspecéol \@saa que apresentaram lesdo na casca

foram descartados; os demais pesados, identifieadusibados por 10 dias.

B) Condi¢cdes da Incubadora -Temperatura de 37°C + 0,5°C e umidade relativa de

aproximadamente 70%.

C) Tratamento dos ovos para o ensaio- No 10° dia de incubagédo, o ovo posto em posicao
vertical, sobre um suporte e com a camara de gadapara cima, teve casca retirada expondo
a membrana da casca. Este procedimento foi execut@m o auxilio de pinca, tesoura de
pontas curva e motor utilizado por dentistas. A ilorama da casca foi umidificada com solugéo
salina a 0,9% a 37°C. O excesso de solucdo satinaliminado inclinando-se o ovo
horizontalmente, e com o auxilio de uma pinca, anbrana da casca foi removida expondo a
MCA. Antes da aplicacdo do produto, a MCA passaqgtmervacdo visual e qualquer tipo de
alteracdo na membrana implica no descarte do opbcAl-se 0,3 mL do produto (puro ou
diluido), mantido & 37°C sobre a MCA e apos 2Qisdgs de contato, este foi retirado com 5

ml de solucéo salina a 37°C.

28



D) Leitura - A MCA foi examinada e graduada paraafsitos irritantes (hiperemia, hemorragia

e coagulacéo/opacidade), observados no periodordieusos, conforme a escala de Luepke.

Tabela 2 Graduacédo dos fendmenos em relagdo ao tempo

TEMPO

< 30 segundos (S) 30 s <2 minutos 2 min <5 min

Hiperemia 5
Hemorragia 7
Coagulacgao 9

E) Classificacdo -A graduacgéo dos fendbmenos é tempo-dependenteaaes/numéricos sao
somados para a obtencdo de um valor Unico. A fitagsio do produto € obtida pelo valor
médio dos 4 ovos onde o0 valor maximo é 21, segarekrala de Luepke descrita abaixo:

Média dos Escores Classificagcéo
0,0a0,99 nadante (NI)
1,0a4,99 arite leve (IL)
5,0a8,99 arite moderado (IM)
9,0a21 tarite severo (IS)

Seguindo a recomendacdo de alguns autores querawala aplicabilidade do teste
HET-CAM como método substitutivo do Teste de igdta ocular de Draize, cada produto foi
avaliado puro (100%) e em diluicdo de 10% (EEC11®¥einet al. 1991 & Silvaet al, 1992).

O ensaio para cada produto na concentracdo a liQ%afzado em triplicata, por dois analistas
e em ensaios independentes. Os ensaios para catiggpa 100% foram realizados também por
dois analistas, em ensaios independentes. Os psodateberam codigos e a analise foi
realizada sem que cada analista tivesse conheardestresultados obtidos previamenteivo

ou pelo outro analista, no proprio ensaio HET-CARbL final do estudo, avaliamos a

concordéancia entre os resultados obtidos em cadadasileituras independentes.
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[11.6 Teste de irritacdo da mucosa oral em hamster

O teste foi realizado conforme preconizado pelal18@93 — Parte 10. Foram utilizados
hamsters provenientes do CECAL/FIOCRUZ (N=5/proflu@produto (0,5ml) foi aplicado na
bolsa gutural direita de cada animal por 4 vezes intervalo de 1 hora entre cada aplicacéo e
retirada com 5 ml de 4gua destilada 5 minutos apda aplicacdo. Antes de cada aplicacao, a
bolsa gutural direita de cada animal foi examinadaroscopicamente e as alteragdes ocorridas
na mucosa foram registradas para o controle dacenSabservacdo de lesdes severas nesse
exame inviabiliza o prosseguimento do teste. Unmpgraontrole (N=5) permaneceu sem
tratamento. Vinte quatro horas apds o término dumamnento fez-se a Ultima leitura
macroscoépica e os animais foram entdo eutanasipdosnalacdo de C{e as bolsas guturais
foram retiradas e fixadas em formalina a 10% taraganprocessadas para corte em parafina,
cortadas em secc¢les de 5 micra e coradas com hdélinateosina para serem submetidas a

analise microscépica.

[11.6.1 Andlise microscopica

Os efeitos irritantes ocorridos na mucosa oralnfoewvaliados com base no sistema de
classificacdo microscopica para reacoes no teadmutosa oral descrita na 1SO10,993- Parte
10 (Tabela 3). Os escores encontrados na avaliapémscopica de todos 0s animais sao
somados e divididos pelo nimero de observacfes qmm@bter a média de cada grupo de
animais (controle e teste). O indice de irritadgcé(obtido subtraindo a média dos escores dos
animais tratados pela média dos escores dos cemtfibl= (Média dos animais tratados) —

(Média do controle)], onde o valor maximo é 16,foome descrito na Tabela 4.

3C



Tabela 3 Sistema de classificagdo microscopica

Reacdes Graduacéo Reacdes Graduacgéao
Numeérica Numeérica

Epitélio Infiltrado Leucocitario ¥

Normal, intacto 0 Ausente 0
Degeneracéo celular 1 Minimo — menos que 25 1
Metaplasia 2 Médio — 26 a 50 2
Eros&o Local 3 Moderado — 51 a 100 3
Erosao Generalizada 4 Marcante - maior que 100 4
Congestao Edema

Ausente 0 Ausente 0
Minimo 1 Minimo 1
Médio 2 Médio 2
Moderado 3 Moderado 3
Marcante 4 Marcante 4

Y. E realizada uma avaliacdo preliminar (aumento4d®, selecionando-se a area que
apresenta maior concentragdo de células inflanaatdrique s@o entdo contabilizadas em

aumento de 20X.
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Tabela 4 Classificacao final do teste de irritagdo de nsacoral em hamsters.

Média dos escores Classificacao
0a0,99 Na&o Irritante (NI)
1a4,99 Minimo (IMin)
5a8,99 Leve (IL)

9a11,99 Moderado (IM)

12a16 Severo (1S)

Il .7 Andlise Estatistica

Os resultados foram analisados estatisticameriieantio a Versao 14 do Minitah
(Minitab Statistical Software, Minitab Inc., PA, BS2004). Os coeficientes de correlagao de
Pearson e de Spearman foram utilizados para compaescores observados no método HET-

CAM com os obtidosn vivao.

Avaliou-se ainda a sensibilidade, especificidadgrexisdo do ensaio HET-CAM em
relacdo ao ensaitn vivo, observando-se a frequéncia de concordéancia erdéucia de
resultados entre os dois ensal®ara esta analise foi montada uma tabela de gémitia, como

se pode observar a seguir:
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In vitro

Negativc Positivo

In vive Negativc a b

Positivo

Onde:
1) Sensibilidade é a capacidade da metodologrdro detectar os

produtos positivos = d / c+d x 100;

2) Especificidade é a capacidade da metodologidro detectar os

produtos negativos = a / a+b x 100;

3) Precisdo é a capacidade da metodoliogiéro fornecer os mesmos

resultados que o testevivo= a+d/ a+b+c+d x 100.
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IV. RESULTADOS

IV.1 Ensaio in vivo

Todos os produtos foram testados quanto ao sewnqwaltede irritacdo utilizando
modelosin vivo ein vitro. Os resultados obtidos no ensmiosivo, bem como os valores de pH

encontrados para cada prodwgstdo descritos na Tabela 5.

Tabela 5: Resultados obtidos no teste de irritagdo da mum@dam hamsters.

In vivo
Caodigo pH li* Classificagéo
DTO1 10,80 14,25 IS
DTO02 A 9,70 11,75 IM
DT03 D 9,90 12,75 IS
DTO4 U 9,10 9,00 IM
DTO5 L 8,90 9,25 IM
DTO6 T 9,30 8,00 IL
DT07 O 9,86 10,25 IM
DTO08 9,75 6,50 IL
DT09 8,80 12,50 IS
DT10 8,90 7,00 IL
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cpntinuagéo tabela]s

In vivo
Caodigo pH li* Classificagéo
DT11 6,72 0,25 NI
DT12 I 6,97 1,25 IMin.
DT13 N 8,09 8,00 IL
DT14 F 6,90 2,25 IMin.
DT15 A 5,25 1,50 IMin.

N
DT16 T 7,05 6,00 IL

DT17 I 7,97 8,00 IL
DT18 L 6,23 0,50 NI
DT19 6,52 7,75 IL
DT20 6,68 2,50 IMin.

li*: Indice de Irritacéo

IV.1.1 Produtos da linha adulta

Todos os produtos da linha adulta foram consideraditantes no testia vivo (Tabela
5). Neste teste, 03 produtos (30%) foram classiisacomo irritantes leves (IL), 04 produtos
(40%) foram classificados como irritantes moderadby e 03 produtos (30%) receberam a
classificagdo méaxima quanto ao seu potencial degéo, i.e. foram classificados como

irritantes severos (1S), apresentando valoresdiedre irritagdo maiores que 12,00.

E importante ressaltar que neste estudo, nio It de um mesmo lote e que os 10
produtos de uso adulto foram apreendidos em |auddisl e ocasides diferentes. A maioria dos
produtos de uso adulto aqui estudados (70%) foractugidos pelo mesmo fabricante (FBO1) e
apresentavam formulacdes idénticas (Tabela 1). ks conterem a mesma formulagéo, o pH
(entre 8,80 e 10,80) e o grau de severidade da8eganduzidas na mucosa oral de hamsters (li
= 7,00 a 14,25) variou significativamente entralibsrentes lotes avaliados. Dentre os produtos

com formulacdes idénticas, 03 produtos foram diaasios como irritantes severos (DTO1,
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DTO3 e DT09) e 03 como moderados (DT02, DT04 e DT@hquanto o produto DT10
apresentou indice de irritagdo relativamente bfixe 7,00), sendo assim considerado irritante

leve.

Todos os produtos da linha adulta aprestavam @#osua composi¢éo (vide Tabela 1),
embora em concentracdes diferentes. Os produtos/ ETMTO8 - do fabricante FBO3 -
apresentavam formulacdes idénticas e com concéesanais baixas de flior (1200ppm) do
gue os demais produtos. Mesmo entre estes prodiissrva-se que a classificagdo quanto ao
potencial de irritag&o variou (DTO7 = IM e DTO8I3).l

Todos os cremes dentais da linha adulta apresentairbentre 8,80 e 10,80. O pH é
uma das caracteristicas mais importantes dos deif e, de acordo com a norma
internacional ISO 11.609 (ISO 11.609, de dezembkr@395:Toothpastes — Requirements, Test
Methods and Marking ele deve estar dentro da uma faixa consideradgguranca, que vai de
4,5 a 10,5. Embora somente 01 produto tenha apeekem valor de pH fora da faixa de
seguranca (DTO01, pH=10,8), 06 outros produtos mlaaliadulta apresentaram pH maior que
9,00

IV.1.2 Produtos da linha infantil

No testein vivo, apenas 02 produtos (20%) foram classificados caioamitantes (NI),
enguanto 08 produtos (80%) foram consideradosutes (Tabela 5). Ao contrario do que foi
observado para produtos de uso adulto, nenhum foratdulinha infantil apresentou valor de
indice de irritacdo maior que 8,00; indicando ummonepotencial de irritacdo por parte destes
produtos. Dentre os 08 produtos infantis que indmziirritacdo na mucosa oral em hamsters,

04 foram classificados como minimamente irritarit®sn) e 04 como irritantes leves (IL).

Os produtos desta linha apresentaram faixa de phl lmaaa (entre 5,25 e 8,09) do que
aqueles da linha adulta. Mesmo o produto infanté gpresentou o valor de pH mais elevado
deste estudo (DT13 = 8,09), teve valor inferiornaas baixo encontrado para a linha adulta
(DTO9 = 8,80). Vale ainda ressaltar, que dentr®bgrodutos que obtiveram a classificacdo
méaxima encontrada para produtos infantis, istor@jlyios classificados como irritantes leves,
03 apresentam valores de pH maiores que 7,00 (DDI26 e DT17). Além disso, 02 dos
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produtos classificados como IL (DT16 e DT19) sdomksmo produtor (FB03), dos produtos
DTO7 e DTO08 da linha adulta, apreendidos com deaérie causarem severos danos a mucosa
oral de seus consumidores. Os demais produtosagsa@m danos a mucosa oral de hamsters
compativeis com a classificacdo de irritante |d9&1@3 e DT17) sdo dos fabricantes FBO5 e

FBO7, respectivamente, e foram as Unicas marcaemientes destes fabricantes.

Dentre os produtos da linha infantil observamosli@&rentes fabricantes (FB03, FB04,
FBO5, FB06, FBO7 e FBO08), conforme pode ser visoTabela 1. Cada um dos produtos
apresentava uma formulacdo especifica, embora sndide@ ingredientes sejam comuns em
algumas das formulacdés.g. corantes, lauril sulfato de sédio, carboximetiibede, sorbitol
etc.). Com excecao dos produtos DT15 (Imin) e D{NI3, todos os outros apresentavam fluor
(500ppm a 1100ppm) em concentracdes menores qeambservadas para produtos da linha
adulta (1200 ppm a 1500ppm). Dentre os produtosaguesentam maior concentracéo de fldor
(1100ppm) h& uma variacdo significativa quanto potenciais de irritacdo. Por exemplo, o
DTO1 foi classificado com néo irritante (tendo usiVe apresentado o menor indice de irritacdo
observado neste estudo, li = 0,25), enquanto qpecsitos DT13, DT16, DT17 e DT19 foram

todos classificados como irritantes leves (li =06a08,00).

N&o havia nos rotulos dos produtos aqui estudadéermacdes a respeito da
concentracdo de outros ingredientes, carg do tensoativo lauril sulfato de sodio ou de
corantes, que sao - a partir de determinadas ctvagéas - sabidamente irritantes para mucosas

e alergénicos.
Vale lembrar, que ao contrario da situacédo obsarpata produtos da linha adulta, que

foram todos apreendidos com suspeita de desviouddidgde, os produtos infantis aqui

avaliados foram adquiridos comercialmente.
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IV.1.3 Analise macroscopica das alteracdes indugjutar dentifricios

A avaliacdo macroscoépica das alteracfes causattesgredutos 24 horas apos a Ultima
aplicacdo demonstrou que os produtos com baixonpeale de irritacdo (n&o irritante /
minimamente irritante) induziram apenas reacdo estig dos vasos da mucosa da bolsa
gutural. J& os produtos que tiveram a classificdiggd como irritantes leves (IL), moderados

(IM) e severos (IS) causaram congestao, sialoeréiescamacao epitelial.

O Grafico 1 mostra a andlise da frequiéncia dosdashmacroscopicos na leitura de 24
horas em relacéo aos diferentes potenciais dag#@at (N=100 animais.e. 5 animais/produto).
Nos produtos classificados como néo irritantes, % animais ndo apresentaram qualquer
tipo de alteracdo e 30% mostraram apenas congdsgiwvasos da mucosa oral. Dentre os
produtos classificados como minimamente irritantgg, 10% dos animais ndo observou-se
alteracbes e 90% deles apresentaram congestdoo$aradutos classificados como irritantes
leves, 80% dos animais apresentaram quadro conge<t0% sialorréia e cerca de 6%
descamacdo do epitélio. Dos produtos classificagoeo irritantes moderados, 100% dos
animais tiveram processo congestivo, 40% em agsuriacom sialorréia e 55% com
apresentacdo de descamacdo. Esses dados sdo s&se#its observados para os produtos
classificados como irritantes severos, onde 100% adomais apresentaram congestdo, 33%

com sialorréia e 80% com descamacao epitelial.
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Grafico 1 - Frequéncia das alteracdes macroscopicas
observadas 24 horas ap6s a Ultima aplicacéo
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IV.1.4Andlise microscopica das alteracdes induzidas mutidricios

O Grafico 2 demonstra as reacdes teciduais ocsragas a aplicacdo dos produtos na
bolsa gutural de hamsters. Dos produtos classdEadmo néo irritantes, 100% apresentaram
epitélio normal (Figura 4a) apos a aplicacdo daslymios. Dos produtos classificados como
minimamente irritantes, 85% apresentaram epité&ional e 15% apresentaram epitélio com

degeneracao celular compativel com a classificdedgrau 1, conforme demonstrado na Figura

4b.

Dos produtos classificados como irritantes levesnes de 3,0% apresentaram epitélio

normal, cerca de 57,0% apresentaram fendmenosliapitde grau 1 e 40,0% de grau 2

(presenca de metaplasia, conforme demonstradogneaHc).
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Ja dentre os produtos classificados como irritambeslerados, nenhum apresentou
epitélio normal apos a aplicacdo do produto; cdecd0,0% apresentaram fendmenos epiteliais
de grau 1; 60,0% apresentaram fenbmenos epitel@igrau 2 e aproximadamente 30,0%
apresentaram fendmenos epiteliais de grau 3 (praseneroséao local, conforme Figura 4d). Os
produtos classificados como irritantes severos saptaram respectivamente 33,4% de
fendbmenos epiteliais de grau 2 e 66,6% fendomenipslias de grau 3. Neste estudo nao foi
observado — em nenhum dos 100 animais avaliadopresenca de erosao generalizada na

mucosa, reac¢ao compativel com a classificacaoale4yr

Gréfico 2-Fendmenos epiteliais ocorridos apés a
aplicacao dos produtos (n=100)
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Figura 4: Fenbmenos epiteliais ocorridos apos aplic de produtos na bolsa gutural de

hamsters.

Fig. 4a: Epitélio normal (seta) — 20X Fig. 4b: Epitélio grau 1 (seta) — 20X

Fig. 4c: Epitélio grau 2 (seta)- 20X Fig. 4d: Epitélio grau 3 (set@0X
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O Gréfico 3 apresenta as graduacdes de infiltradookitario ocorrido apds a aplicacéo
dos produtos na bolsa gutural. Dentre os animaiados com produtos classificados como néo
irritantes, 80,0% nao apresentaram infiltrado leitdoo (Figura 5a), enquanto que 20,0%
apresentaram infiltrado leucocitario compativel cosiassificacdo de grau ile( menor que 25
células inflamatorias, Figura 5b). Dos animaisamlas com produtos classificados como
irritantes minimos, 35,0% ndo apresentaram infiirdeucocitario, 40,0% apresentaram
infiltrado leucocitario de grau 1, 20,0% de grau(c®m a presenca de 25 a 50 células

inflamatérias, Figura 5c¢) e 5,0% de grau 3 (cona3D0 células inflamatorias, Figura 5d).

Nos grupos classificados como irritantes leves, eradbs e severos, a anadlise
histopatoldgica evidenciou, em 100% dos animaislisatils, a presenca de células
inflamatérias. Dos animais que receberam produtssificados como irritantes leves, 17,1%
apresentaram infiltrado leucocitario de grau 1020de grau 2; 45,7% de grau 3 e 17,2% de

grau 4 (com mais de 100 células inflamatorias, feidie).

Dentre os animais tratados com produtos irritamesderados e severos, todos
apresentaram infiltrado leucocitario de - no miningwau 2. Assim, dentre os animais do grupo
dos irritantes moderados, 10% apresentaram imfdttaucocitario de grau 2; 40% de grau 3 e
50% de grau 4; enquanto que dos animais tratados produtos considerados como
irritantes severos, 13,3% apresentaram infiltraglecdcitario de grau 2; 33,3% de grau 3 e
53,4% de grau 4.
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Grafico 3 - Ocorréncia de Infiltrado leucocitarioa  pés
aplicacdo dos produtos (n =100)
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Figura 5: Infiltrado leucocitario ocorrido apésiaptao de produtos na bolsa gutural de

hamsters.
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Fig. 5a: Infiltrado grau 0 — 20X
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Fig. 5b: Infiltradpau 1 — 20X

Fig. 5d: Infiltrado grau 3 — 20X
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O Grafico 4 demonstra as reag¢des congestivas daerepos a aplicacdo dos produtos
na bolsa gutural de hamsters. Dentre animais tatadm produtos classificados como néo
irritantes, 70,0% ndo apresentaram qualquer sigrdcesso congestivo apos a aplicagdo dos
produtos (Figura 6a) e 30,0% apresentaram congestéipativel com a classificacdo minima,
i.e. grau 1 (Figura 6b). Esta proporcdo é inversa m&raanimais expostos aos produtos
classificados como irritantes minimos; onde som&0{6% nado apresentaram qualquer tipo de

processo congestivo e 70,0% apresentaram congeftéoa (grau 1).

Dos animais tratados com produtos classificadosodoritantes leves, apenas 2,9% néao
apresentaram processo congestivo; 57,1% apresent@vagestdo compativel com grau 1;
34,3% com grau 2 (Figura 6¢) e 5,7% com grau 3ufgiéd). Dos produtos classificados como
irritantes moderados, 5,0% apresentaram congestgoad 1; 85,0% de grau 2 e 10,0% de grau
3. Dentre os animais tratados com produtos claasifis como irritantes severos, 33,6%
apresentaram congestéo de grau 2 e 66,4% de ghNenBum animal deste estudo apresentou
reacdes congestivas marcantes, acompanhadas derdgimyoccompativeis com a classificacédo

de grau 4.

Grafico 4 - Reagdes congestivas ocorridas apés apli  cacao dos
produtos
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Figura 6: Fendbmenos congestivos ocorridos apésaggalo de produtos na bolsa gutural de

hamsters.

Fig. 6a: Congestao grau 0 — 20X Fig. 6b: Congestao grau 1 — 20X

. . Fig. 6d: Congestéo grau 3 — 20X
Fig. 6¢: Congestéo grau 2 — 20X
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O Gréfico 5 mostra a presenca de edema apoéscaggudi dos produtos na bolsa gutural
de hamsters. Nenhum dos animais tratados com p®did grupo classificado como néo
irritante apresentou edema (Figura 7a). Dentrengsaas tratados com produtos classificados
como irritantes minimos, 85,0% nao apresentararygeasinal de edema apés a aplicacdo dos
produtos e 15,0% apresentaram edema minimo, cormpatim o grau 1 (Figura 7b). Dos
animais tratados com produtos classificados comtarites leves; 42,8% ndo apresentaram
edema, 48,6% apresentaram edema de grau 1 e 8,6§tade2 (edema médio, segundo
classificacdo 1SO 10.993, Figura 7c). Dos animaigostos a produtos classificados como
irritantes moderados, apenas 5,0% nao apresen&tama, 90,0% apresentam edema de grau 1
e 5,0% de grau 2. Dos animais tratados com prodilassificados como irritantes severos;
33,6% apresentaram edema de grau 1 e 66,4% de2grddo observamos neste estudo a

ocorréncia de edema dos graus 3 (moderado) e 44ntaj.

Grafico 5- Ocorréncia de edema em animaistratados com os
produtos
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Figura 7: Edemas ocorridos ap0s aplicacédo de predhat bolsa gutural de hamsters.

Fig. 7a: Edema grau 0 — 20X Fig. 7b: Edema grau 1 — 20X

Fig. 7c: Edema grau 2 — 20X
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IV.2 Ensaio in vitro

O ensaio HET-CAM foi realizado por dois analistas) ensaios independentes e com
todos os 20 produtos analisadasvivo, nas concentragbes 10% (em triplicata) e 100%. Os

resultados obtidos estdo descritos na Tabela 6.

IV.2.1 Variagéao intra-laboratorial: variagdo dos saltados obtidos entre analistas

Os resultados dos testes realizados com produtb8%a pouco variaram entre 0S
analistas (Tabela 6). Apesar do valor médio dosresencontrados nos ensaios independentes
(trés ensaios para cada analista) ndo ser idép#icd a maioria dos produtos (DTO1, DTO3,
DT04, DTO6, DTO7, DT08, DT11, DT12, DT14, DT15, DA,IDT18 e DT19), os valores finais
obtidos para cada produto sdo muito semelhantes €ire ambos analistas atribuiram a mesma

classificacéo final para todos os produtos estusl@Biabela 6).

Na analise dos produtos puros, observou-se distaedaa classificacdo atribuida pelos
analistas para os produtos DT9, DT10, DT12 e DTHb¢la 6). Pela andlise do analista 1, os
produtos DT9 e DT18 foram considerados irritantegess e os produtos DT10 e DT12
irritantes moderados, enquanto que para o andigisses mesmos produtos foram irritantes

moderados e irritantes severos, respectivamente.
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Tabela 6: Resultados obtidos no ensaio HET-CAM.

HET-CAM
10% 100%
Cadigo Analista 1 Analista 2 Analista 1 Analista 2
DTO1
Por ensaio 6,75/8/8 8/8/8 - -
Final W 7,58 (IM) 8,0(IM) 15,5 (IS) 12,0 (IS)
DTO2
Por ensaio 8/8/8 8/8/8 - -
Final W 8,0(IM) 8,0(IM) 10,4 (IS) 11,5 (IS)
DTO3
Por ensaio 8,45/8,5/7,25 8/8/8 - -
Final W 7,87(IM) 8,0(IM) 13,0 (1S) 11,5 (1S)
DTO4
Por ensaio 8/8/8,5 8/8/8 - -
Final W 7,93(IM) 8,0(IM) 11,25 (IS) 10,5 (1S)
DTO5
Por ensaio 8/8/8 8/8/8 - -
Final W 8,0(IM) 8,0(IM) 10,5 (IS) 11,5 (IS)
DTO6
Por ensaio 8/8/9,5 8/8/9 - -
Final W 8,5(IM) 8,33 (IM) 13,25 (IS) 10,0 (1S)
DTO7
Por ensaio 6,75/8/8 8/8/8 - -
Final W 7,58(IM) 8,0(IM) 12,0(1S) 12,0(1S)
DTO8
Por ensaio 6,75/55/8 8/8/8 - -
Final W 6,75(IM) 8,00(IM) 9,5 (1S) 10,0 (1S)
DTO09
Por ensaio 8/8/8 8/8/8 - -
Final W 8,0(IM) 8,0(IM) 10,0 (IS) 8,0 (IM)
DT10
Por ensaio 8/8/8 8/8/8 - -
Final W 8,0(IM) 8,0(IM) 8,5 (IM) 10,0 (IS)
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[continuacgdo da Tabela 6

Cadigo

DT11
Por ensaio
Final W

DT12
Por ensaio
Final W

DT13
Por ensaio
Final W

DT14
Por ensaio
Final W

DT15
Por ensaio
Final W

DT16
Por ensaio
Final W

DT17
Por ensaio
Final W

DT18
Por ensaio
Final W

DT19
Por ensaio
Final W

DT20
Por ensaio
Final W

HET-CAM
10% 100%
Analista 1 Analista 2 Analista 1 Analista 2
1,25/2,25/ 3 414/3 - -
2,17(IL) 3,67(IL) 9,0 (IS) 9,0 (IS)
225/42/4 25/25/3 - -
3,48(IL) 2,67(IL) 8,75 (IM) 10,0 (1S)
8/8/8 8/8/8 - -
8,0(IM) 8,0(IM) 10,0 (IS) 10,5 (IS)
8/8/8 6,5/8/6,5 - -
8,0(IM) 7,0(1IM) 11,25 (1S) 10,0 (1S)
8/6,75/8,5 8/8/6 - -
7,75(IM) 7,33(IM) 10,5 (IS) 10,0 (1S)
8/8/8 8/8/8 - -
8,0(IM) 8,0(IM) 15,0 (1S) 9,5 (1S)
6,25/7,0/8 8/8/8 - -
7,08 (IM) 8,0 (IM) 11,0 (1S) 10,0 (1S)
45/3/2,75 451251225 - -
3,42(IL) 3,08(IL) 11,25 (1S) 8,0 (IM)
85/8/8 8/8/8 - -
8,17(IM) 8,0(IM) 8,25 (IM) 8,5 (IM)
8/8/8 8/8/8 - -
8,0(IM) 8,0(IM) 9,5 (1S) 10,0 (1S)

WY: para os produtos a 10% o valor final se refareédia das triplicatas obtidas por cada analista
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Com relacdo a analise da correlagdo existente estnealores de indice de irritagdo
obtidos por cada um dos analistas, pode-se dizerageoncordancia muito foi maior com os
resultados obtidos com os produtos testados dau&ddd 0%, do que quando testados puros
(Tabela 7).

Tabela 7 Coeficientes de correlagdo de Pearson e Speaenaie 0s

resultados obtidos pelos diferentes analistas.

Testein vivo
Pearson Spearman
Testein vitro
Produtos a 10% 0,944 0,617
Produtos a 100% 0,396 0,383

Ha uma forte correlagdo ente os valores obtidossp@? analistas quando os produtos
foram testados na concentracdo de 10% Os coeBsial® correlacdo obtidos foram de 0,944
(p=0,000) pelo coeficiente de correlacdo de Pearson e 0()p2@,004) pelo coeficiente de
correlagdo de Spearman, conforme demonstradabada 7. Os valores @g tanto no teste de
Pearson quanto no teste de Spearman mostram wiaade significancia estatistica de ambos
os testes.

N&o observou-se boa correlacdo entre os result@lolodos entre os analistas 1 e 2
guando os produtos foram testados puros. Os ceeties de Pearson e Spearman obtidos para a
concentracao de 100% foram de 0,8860,089 e 0,383(p=0,099, respectivamente, conforme
mostra a Tabela 7. Nao ha, portanto, correlaca@igtstamente significativa entre as analises

dos 02 analistas, quando os produtos foram avalipdims.

No caso especifico de dentifricios, vale aindaalémsa dificuldade encontrada pelos

analistas para realizacdo das andlises com ostpeoguros. A natureza dos cremes e geéis
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dentais ie. viscosidade, coloracdo e opacidade) dificulta meonente as leituras dos
fendbmenos induzidos na membrana cérion-alantéigia dificuldade foi contornada com todos
os produtos quando estes foram diluidos a 10%.

IV.2.2 Variagdo intra-laboratorial: variagdo dos resultadoem repeticbes realizadas

pelo mesmo analista

Repeticbes de ensaios por um mesmo analista f@aimadas somente para os produtos
diluidos a 10%. Embora o valor médio dos escoresrgrados em cada ensaio independente
seja diferente para alguns produtos, em todas tigées os analistas atribuiram a mesma
classificacdo, com uma UGnica excecdo o produto D(TO& 8,0 = IM e 1i=9,0 = IS). E
importante ressaltar que os produtos foram codifisee os analistas ndo tinham conhecimento

dos resultados prévios obtidos com cada produtiisada.

IV.3 Correlagéo entre o teste in vivo e o teste HEAM

Os produtos testados na concentracdo de 10% afaesan classificagbes mais
préximas as obtidos no testevivo do que quando testados puros. As Unicas excegf@a bs
produtos DTO1 e DT03, que foram considerados ités severos vivo e no HET-CAM a
100%, mas que na avaliacdo dos produtos a 10% fdessificados como irritantes moderados
(Tabela 8).
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Tabela 8 Classificagao dos produtos em relacdo aos testegoe o HET-CAM

In vivo In vitro In vitro
Produto (100%) (10%)

DTO1 IS IS IM
DTO02 IM IS IM
DTO3 IS IS IM
DTO4 IM IS IM
ptos 2 IM IS IM
DTO6 g' IL IS IM
DTO7 < IM IS IM
DTO8 IL IS IM
DTO9 IS IS/IM* IM
DT10 IL IM/1S* IM

DT11 NI IS IL
DT12 IMin. IM/IS* IL

DT13 IL IS IM
DT14 IMin. IS IM
DT15 E IMin IS IM
DT16 E IL IS IM
DT17 = IL IS IM
DT18 NI IS/IM* IL

DT19 IL IM IM
DT20 IMin. IS IM

*. discordancia de resultados entre os dois aaalist

A andlise dos escores obtidos no hamster e no HEVW-@nédia dos valores obtidos
pelos 02 analistas) mostra que ha uma correla¢atistisamente significatica €0,05) entre os

dois métodos, mesmo quando os produtos foram tesfados (Tabela 9).
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Os coeficientes de correlacdo obtidos com os posdestados na concentracédo de 10%
foram de 0,66(p=0,002) pelo coeficiente de correlacdo de Pearson e (»30,022) pelo
coeficiente de correlacido de Spearman.

Conforme mostra a Tabela 9, os coeficientes desBeas Spearman obtidos para a
concentracdo de 100% foram levemente inferiores,0,517 (p=0,019 e 0,488(p=0,032,
respectivamente, porém estatisticamente signifiosti

Tabela 9 Coeficientes de correlacdo de Pearson e Speaemas testan
vivoe HET-CAM.

Testein vivo
Pearson Spearman
Testein vitro
Produtos a 10%* 0,660 0,510
Produtos a 100% * 0,517 0,488

*Valores: média dos valores obtidos pelos analistas

A analise da correlagdo existente entre os esados no teste HET-CAM com
produtos a 10% e a 100% e aqueles obtidos na g&alide cada parametro medido na mucosa
oral de hamsters (alteracdes de epitélio, infiiradlamatorio, congestdo e edema) encontra-se
na Tabela 10.
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Tabela 1Q Coeficientes de correlacdo de Pearson e Speagnae 0S

diferentes parametros avaliados no testevoe HET-CAM.

Testein vitro
Produtos a 10%* Produtos 100%*

Coeficiente de Pearson
Testein vivo
Alteracdes de epitélio 0,611 ¢ = 0,009 0,437 p = 0,054
Infiltrado inflamatério 0,663 p = 0,00)) 0,502 p =0,029
Congestdao 0,551 0 =0,012 0,446 p = 0,049
Edema 0,547 p =0,013 0,498 p = 0,029

Coeficiente de Spearman
Testein vivo
Alteracdes de epitélio 0,480 ¢ = 0,039 0,402 p = 0,0709
Infiltrado inflamatério 0,453 p = 0,049 0,514 6=0,020
Congestdo 0,464 ¢ = 0,039 0,354 p=0,125
Edema 0,450 = 0,047) 0,465 = 0,039)

*Valores: média dos valores obtidos pelos analistas

No caso dos produtos testado a 10%, a correlac@temte entre os achados
microscopicos no tesia vivo e o teste HET-CAM foi estatisticamente significatpara todos
0s parametros avaliados. Porém, a correlacdo @meentre o tesia vivoe o HET-CAM néo
mostrou-se significativa para fenbmenos relaciosaalteracdes de epitélio e congestao, no
caso dos produtos testados puros.
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IV.4 Grau de preditibilidade do teste HET-CAM emlagéao ao teste de irritacdo da

mucosa oral em hamsters

Considerando a baixa incidéncia de produtos né&aritesin vivo neste estudo (10%,
N=2), optamos por n&o avaliar a preditibilidade eftsaio HET-CAM para produtos “nao
irritantes” (li < 0,99), e sim para produtos com “baixo potencidamte”. Agrupamos, assim,
todos os produtos com baixo potencial irritantel}B&stipulando novo ponto de corte de<li
4,99 para classificar esta nova categoria de posdiltestarte, considerou-se produtos BPI todo
e qualquer produto que tenha produzido esciore$vo ou in vitro menores ou iguais a 4,99
(BPI = li < 4,99).

Foi, entdo, montada uma tabela de contingénciaantbvse em consideracdo o0s
resultados obtidos no modelo vivo e os resultados obtidos com produtos testado®@amnD
HET-CAM. Calculou-se a sensibilidade, a especifidel e a precisdo do testevitro com

relacdo aos resultados obtidos no modelo animalpgqmde ser observado na Tabela 11.

Tabela 11 Frequéncia de concordancia e discordancia de
resultados entre os ensaiosvivo e in vitro
(Ponto de corte 4,99

in vitro
NI (=BPI) I
3 3
NI (=BPI)
a b
in vivo
0 14
Cld

NI: ndo irritante (=BPI: baixo potencial irritante)

e |: irritante
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Assim, considerando o ponto de corte para produés irritantes como I 4,99;
observamos que a precisdo do teste HET-CAM foi 58%,8a sensibilidade de 100%, e a
especificidade foi de 50% (Tabela 11).

Os produtos de uso infantil (DT14, DT15 e DT20)afor considerados de baixo
potencial irritantein vivo, pois apresentaram valores de<1#,99 no ensaio em hamster ifi
vivo = 2,25, 1,50 e 2,50, respectivamente), porém nmabrena cérion alantdide estes mesmos
produtos induziram efeitos que levaram a um 4,99. Embora pela nossa classificacao estes
produtos tenham sido considerados falso-positiB# (n vivo, mas naan vitro), devemos
considerar que dentre os seis produtos BPI, estasifexatamente os trés que apresentaram 0s

valores mais altos de indice de irritagd@ivo (vide Tabela 5).
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V. DISCUSSAO

A andlise dos processos de apreensao dos densftjoe ingressaram no INCQS mostra
um quadro de sinais e sintomas comuns a todosu@sios dos produtos de uso adulto aqui
avaliados. Entre os sintomas descritos com maequincia, destacam-se: ulceracdes na
mucosa oral, reacao alérgica, queimacao nos ldbigsia e gengivas, queixas de ardéncia apos

0 Uso e aparecimento de bolhas nos labios

A observacdo de tais denuncias torna-se particel@empreocupante se levado em
consideracdo as condi¢cbes de uso destes prodatas fato de serem produtos com aplicacao
regular e prolongada) e seu uso inadequado, cogiveis desvios de seu emprego por parte do
mercado consumidor, como por exemplo, o fato demheanmtre os laudos de apreenséao relatos

de danos a mucosa oral de mais de uma criancarajeese tratar de produtos de uso adulto.

Além disso, o fato de que dentifricios sdo proddmsigiene bucal e, portanto, produtos
gue podem ser parcialmente ingeridos, sobretudomdguaisados por criancas, deve ser
considerado um fator agravante na avaliacdo dm riste tipo de exposicdo. O grau de
permeacdo da mucosa oral - independente da ingpaté&@l ou ndo do produto - deve ser
igualmente considerado, haja vista que h& nest@sayestruturas mais permeaveis que as de
outras partes do corpo comumente exposta a prodosnséticos€.g pele integra), oferecendo
assim um menor grau de protecdo no que diz respedbsorcdo de ingredientes toxicos.
(Corbettet al, 1999)

Na avaliacéo do risco de produtos cosméticostipés principais de reacdes podem ser
observados: i) “irritacdd”. uma intolerancia local podendo corresponder acdes de
desconforto menores, mas também ha rea¢cdes maigmas agudas, variando sua intensidade,
desde ardor, coceira e pinicacdo podendo chegaa at#rosdo e destruicdo do tecido. No
processo de irritacdo todas estas reacdes sagesiria area em contato direto com o produto;
(ii.) “sensibilizacdo” corresponde a um tipo de alergia, que pode ser migacdo de efeito
imediato (de contato ou urticaria) ou tardio (hgessibilidade). Ela envolve mecanismos
imunolégicos e pode aparecer em area diferenteedade aplicagdo. Portanto, € importante

insistir que no campo da imunologia deve-se, ndena® verificar se um produto pode
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desencadear uma resposta alérgica em pessoampigitizadas, mas também, verificar se o
proprio produto ndo é capaz de induzir uma read@igiea ao consumidor; gii() “efeito
sistémicd: resultante da passagem de quaisquer ingredidotesoduto para a circulagao geral,
diretamente por via oral, inalatoria, transcutamea transmucosa; metabolizados ou né&o
(ANVISA, 2003).

Apesar do teste de irritacdo da mucosa oral temestrado Util, confirmando as

dendncias quanto ao potencial irritante dos pradd® uso adultos aqui avaliados, péz Si

nao € suficiente para indicar as causas que levacadesvio da qualidade. Para isso, teria sido
necessaria a realizagdo de ensaios adicionaisoiais a identidade e a determinacéo dos teores
de principios ativos (substancias abrasivas, umtsda flavorizantes, corantes, tensoativos,
entre outros), além da investigacdo sobre o grapudeza dos principios ativos presentes em
cada formulacdo estudada. No entanto, avaliacOast@as especificacbes de identidade e
pureza ndo foram realizados no INCQS. Os aspecwsmpediram a realizagdo destes ensaios
vao desde o alto custo destas avaliacOes e alddab® de aquisicdo de padrdes especificos para
cada avaliacdo em particular, até o fato de nderhaaté o momento - metodologias oficiais
para certas avaliacbes. Além disso, salvo casos asgiecificos, cabe a industria produtora
pesquisar as causas que levaram ao desvio daapmlit seus produtos, e ndo ao laboratério

oficial.

A presenca de impurezas na matéria prima utilizextaprodutos aqui estudados € uma
provavel causa para o aparecimento dos efeitossdarabservados na mucosa oral, mesmo que
os teores de cada principio ativo estejam em conf@de com os recomendados pela
ANVISA. O fato de que mais de um fabricante (FBBRD2 e FB03) de produtos de uso adulto
tenham tido seus produtos apreendidos por denudeiasitacdo e reprovados nos testes de
seguranca do INCQS, aponta para a hipotese de dasvio da qualidade tenha ocorrido em
decorréncia do uso de alguma matéria prima de asom em todas as formulacdes avaliadas
(e.g. presenca de impurezas em algum dos ingredient@so coarbonato de calcio,
monofluorfosfato de sédio, lauril sulfato de sédiayboximetilcelulose, entre outros). Além
disso, as apreensfes ocorreram entre 0 segundsteerde 2002 e o primeiro semestre de
2004, e apos este periodo, ndo houve mais registrapreensdes e/ou analises fiscais de
dentifricios no INCQS, apontando mais uma vez paradesvio da qualidade pontual e

contornado pelos fabricantes em questéo.

6C



Vale ressaltar que embora as apreensdes tenhamidocawom produtos de 03
fabricantes diferentes e que o desvio da qualitlea®a sido confirmado por laudos do INCQS
para todos os produtos de uso adulto, somentdeassdo fabricante FBO1 foram suspensos para
uso e comercializacéo por determinacéo da ANVISBSRLUCAO n° 192, de 4 de fevereiro
de 2003 e RESOLUCAQ"161, de 13 de janeiro de 2003 da ANVISA). Além djss digno de
nota o fato de que as resolucdes de suspensdoode cemercializacdo datem de janeiro e
fevereiro de 2003, mas que os produtos improprawa ponsumo tenham continuado em uso
pelo mercado consumidor, j4 que as apreensfespandia perduraram até maio de 2004. Nao
foi possivel realizar levantamento quanto a exi@téde sancdeg(g.inspecdes, multas etc) aos
outros fabricantes, que podem ter sido tomadas jpeitridades locais (Secretarias Municipais

ou Estaduais de Saude), onde as indUstrias estieksidas.

Enquanto ha na legislacéo vigente (RDC/ANVISA N& 2 2005) referéncia quanto
aos limites permitidos de alguns principios atigosdentifricios e enxaguatorios bucais (como
e.g. monofluorfosfato de aménio, monofluorfosfato décica monofluorfosfato de potassio,
monofluorfosfato de sodio, fluoreto de sodio, fletorde potassio, fluoreto de aménio, fluoreto
de aluminio, dihidrofluoreto de 3-(N-hexadecil-Ni2lroxietilamdnio) propilbis- (2-hidroxietil)
amonio, fluorsilicato de sodio, entre outros), ostringredientes como por exemplo 0s
tensoativos, que deveriam ser considerados dewvidew@alto potencial irritante, ndo sado sequer
citados (Quadro 2). Sendo assim, produtores defideins podem -a priori - utilizar as
concentracdes de tensoativos que consideraremasegun suas formulacdes, desde que as
mesmas estejam em consonancia com o que foi déclara registro do produto junto a
ANVISA.

Ha muito se sabe que a toxicidade de tensoativids ddetamente relacionada a sua
concentracdo e ao comprimento de sua cadeia d® dipgfilico, sendo que os tensoativos

iGnicos freqientemente exibem maior efeito do qgram-ionicos (Gloxhuber, 1974).

Os tensoativos causam danos significativos tantestraitura lipidica como na protéica
da membrana, podendo alterar a capacidade derhabieldgica conferida a pele e mucosas
(Froebeet al., 1990; Veyset al., 1994). Segundo alguns autores, tensoativos emmegad
dentifricios sdo responsaveis pela reducdo dodndicqueratinizacdo do epitélio da mucosa
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oral humana devido, provavelmente, a ruptura dedjes intercelulares (Flores de Jacebwl,
1975). Gotze (1977) reportou aumento da descamagiepitélio da mucosa oral em
decorréncia do uso de tensoativos e Guarnieri (l@véstigou os efeitos dos componentes da
formulacédo de dentifricios ha mucosa oral de hasistéultos e concluiu que os tensoativos -

dependendo da concentracao de uso - séo irritpatasa mucosa da gengiva.

Além do potencial irritante de tensoativos, calesa#iar que alguns estudos apontam
para uma acao especifica destas substancias sotamada mucilaginosa da mucosa oral
(Herlofson & Barkvoll, 1994). Dependendo das com@gdes em que estdo presentes nos
produtos, tais substancias sdo capazes de desnatucamada de mucina da mucosa,
perturbando assim o equilibrio que confere a mengraucosa protecdo ndo-imune contra a
entrada de agentes exogénos. Assim, 0 epitéliodestais susceptivel a passagem de outros
agentes irritantes e alergénicos, sobretudo envithddis com lesdes bucais pré-existentes,
como no caso da presenca de ulceras aftosas (aib@sica comum com incidéncia de cerca de

20% da populacao brasileira (Biosaude, 2007).
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Quadro 2: Lista de substancias que - segundo a RINISA 215/2005 - os produtos de
higiene bucal ndo devem conter, exceto nas congligdestricdes aqui estabelecidas.

Substancia Campo de Concentracdo maxima | Condicdes de uso e
aplicacdo e/ou | autorizada no produto adverténcias
uso final gue devem constar
no rotulo
01
Monoflyo_rfostato a) Dentifricios a) 0,15% expresso am @ e (?)
de amonio - Contém

b) Enxaguatorio
bucal

flior. Quando misturad
com outros compostos
fldor permitidos nesta list
a concentracao total

flior ndo excedera a 0,15

b) 202,5-247,5 ppm

o monofluorfosfato de
amonio
de

A,

e

4b)

- Nao usar em
criangas com menos
de 6 anos de idade

02

Monofluorfostato
de célcio

a) Dentifricios

b) Enxaguatorio
bucal

a) 0,15% expresso €
flior. Quando misturad
com outros compostos
fldor permitidos nesta list
a concentracao total

fldor ndo excedera a 0,15

b) 202,5-247,5 ppm

m
o (a) e (b)
de- Contém
n, monofluorfosfato de
e calcio
0

()

- Nao usar em
criancas com menos
de 6 anos de idade

03

Monofluorfostato
de potassio

a) Dentifricios

b) Enxaguatorio
bucal

a) 0,15% expresso €
flior. Quando misturad
com outros compostos
fldor permitidos nesta list
a concentracdo total

fldor n&o excedera a 0,154

b) 202,5-247,5 ppm

m (a) e (b)
0 - Contém
de monofluorfosfato de
3, potassio
e
0

(b)

- Nao usarem
criangcas com
menos de 6
anos de idade
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[Continuag&o Quadro 2]

04

Monofluorfostato
de sédio

a) Dentifricios

b) Enxaguatorio
bucal

a) 0,15% expresso €
flior. Quando misturad
com outros compostos
fldor permitidos nesta list
a concentracao total
fldor ndo excedera a 0,15

b) 202,5-247,5 ppm

@) e (b)

0 - Contém
de monofluorfosfato de
A, sodio

e

/o)

- Nao usar em
criangas com menos
de 6 anos de idade

05

Fluoreto de
aluminio

a) Dentifricios

b) Enxaguatorio
bucal

a) 0,15% expresso €
flior. Quando misturad
com outros compostos
fldor permitidos nesta list
a concentracao total
fldor ndo excedera a 0,15

b) 202,5-247,5 ppm

@) e (b)

0 - Contém fluoreto d
dealuminio

A,
iéb)

% Nao usar em
criangas com menos
de 6 anos de idade

(1)

06

Fluoreto estanoso

a) Dentifricios

b) Enxaguatorio
bucal

a) 0,15% expresso €
flior. Quando misturad
com outros compostos
fldor permitidosnesta list
a concentracdo total

fldor n&o excedera a 0,154

b) 202,5-247,5 ppm

@) e (b)

0 - Contém fluoreto d
Jeestanoso

d,
iEh)
® - Nao usarem
criangcas com
menos de 6
anos de idade

1%}

07

Fluoreto de
Magnésio

a) Dentifricios

b) Enxaguatorio
bucal

a) 0,15% expresso €
flior. Quando misturad
com outros compostos
fldor permitidosnesta list
a concentracdo total

fldor ndo excedera a 0,15

b) 202,5-247,5 ppm

@) e (b)

0 - Contém fluoreto d
demagnésio

d,
iéb)

5 Nao usar em
criangas com menos
de 6 anos de idade

D

08

Fluoreto de calcio

a) Dentifricios

b) Enxaguatorio
bucal

a) 0,15% expresso €
flior. Quando misturad
com outros compostos
fldor permitidosnesta list
a concentracao total

fldor ndo excedera a 0,15

b) 202,5-247,5 ppm

@) e (b)

0 - Contém fluoreto d
fdecalcio

d,
iéb)
© - Nao usarem
criangas com
menos de 6
anos de idade

D
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[Continuag&o Quadro 2]

09

Fluoreto de
hexadecilaménio

a) Dentifricios

b) Enxaguatorio
bucal

a) 0,15%
flaor.
com outros compostos
fldor permitidosnesta list
a concentragdo total

fldor ndo excedera a 0,15

expresso €

b) 202,5-247,5 ppm

Quando misturado - Contém fluoreto d

ite) e (b)

1%}

de hexadecilamobnio

A,

iéb)

® - Nao usarem
criangas com
menos de 6 anos
de idade

10

Dihidrofluoreto de
3-(N-hexadecil-N-
2-
hidroxietilaménio)
Propil-bis (2-
hidroxietil) amonio

a) Dentifricios

b) Enxaguatorio
bucal

a) 0,15% expresso €
flior. Quando misturad
com outros compostos
fldor permitidos nesta list
a concentragdo total
fldor ndo excedera a 0,15

b) 202,5-247,5 ppm

im) e (b)

0 - Contém

de Dihidrofluoretode 34

2, (n-hexadecil-n-2-

je hidroxietilamoénio)

o Propil-bis (2-
hidroxietil) amonio

(b)

- Nao usar em
criangas com menos
de 6 anos de idade

11

Dihidrofluoreto de
NN'N’- tris
(polioxietileno)-N-
hexadecil
propilenodiamina

a) Dentifricios

b) Enxaguatorio
bucal

a) 0,15% expresso €
flior. Quando misturad
com outros compostos
fldor permitidos nesta list
a concentracdo total

fldor n&o excedera a 0,154

b) 202,5-247,5 ppm

@) e (b)

6 Contém
deihidrofluoreto de
ANN’N’- tris
j@polioxietileno)-N-
hexadecil
propilenodiamina

()

- Nao usar em
criangas com menos
de 6 anos de idade

12

Hidrofluoridrato de
nicometanol

a) Dentifricios

b) Enxaguatorio
bucal

a) 0,15% expresso €
flior. Quando misturad
com outros compostos
fldor permitidos nesta list
a concentragdo total

fldor ndo excedera a 0,15

b) 202,5-247,5 ppm

@) e (b)

6 Contém
deidrofluoridrato de
anicometanol

iéb)
© - Nao usarem
criangcas com
menos de 6
anos de idade
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[Continuag&o Quadro 2]

13

fluoreto de

octadecenil amoni

ca) Dentifricios

b) Enxaguatorio
bucal

a) 0,15% expresso €
fldor. Quando misturad
com outros compostos

fldor permitidos nesta lista(b)

a concentracao total
fldor ndo excedera a 0,15

b) 202,5-247,5 ppm

@) e (b)
e Contém fluoreto de
dectadecenil amonio

leN&ao usar em
Griangcas com menos
de 6 anos de idade

14

Fluorsilicato de
sodio

a) Dentifricios

b) Enxaguatorio
bucal

a) 0,15% expresso €
flior. Quando misturad
com outros compostos
fldor permitidos nesta list
a concentracao total
fldor ndo excedera a 0,15

b) 202,5-247,5 ppm

@) e (b)
e Contém Fluorsilicato
dde sodio

a(b)

JeNao usar em
Griangcas com menos
de 6 anos de idade

15

Fluorsilicato de
amonio

a) Dentifricios

b) Enxaguatorio
bucal

a) 0,15% expresso €
flior. Quando misturad
com outros compostos
fldor permitidos nesta list
a concentracdo total

fldor n&o excedera a 0,154

b) 202,5-247,5 ppm

@) e (b)
6 Contém Fluorsilicat(
dge amonio

a(b)

JleNao usar em
griancas com menos
de 6 anos de idade

A4

16

Fluorsilicato de
potassio

a) Dentifricios

b) Enxaguatorio

bucal

a) 0,15%
flior. Quando misturad
com outros compostos
fldor permitidos nesta list
a concentracao total

fldor ndo excedera a 0,15

expresso erfa) e (b)

6 Contém Fluorsilicat(
dee potassio

(b)

JeNao usar em
Griangcas com menos
de 6 anos de idade

A4

b) 202,5-247,5 ppm
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[Continuagdo Quadro 2].

17

Fluorsilicato de
magnésio

a) Dentifricios

b) Enxaguatorio
bucal

a) 0,15% expresso €
flior. Quando misturad
com outros compostos
fldor permitidos nesta list
a concentracao total
fldor ndo excedera a 0,15

b) 202,5-247,5 ppm

@) e (b)

6 Contém Fluorsilicat(
dege magnésio

(b)

JeNao usar em
griangcas com menos
de 6 anos de idade

A4

18

Acetato de
estroncio
semihidratado

a) Dentifricio

3,5% Calculado como
estroncio.Quando
misturado com outras
substancias permitidas qu
contenham estroncio, o
conteudo nao deve ser
superior a 3,5%

Contém cloreto de
estroncio.
Nao é recomendado p
aIso freqliente em
criangas.

19

Cloreto de
estroncio
hexahidratado

a) Dentifricio

3,5% Calculado como
estroncio.Quando
misturado com outras
substancias permitidas qu
contenham estroncio, o
contelido nao deve ser

Contém cloreto de
estroncio.
N&o é recomendado p
aIso freqUente em
criancgas.

superior a 3,5%

Fonte: Resolugcdo RDC 215 de 2005, da ANVISA
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V.1 Toxicologia de Produtos Cosméticos

Segundo dados da Associacao Brasileira da Indigridigiene Pessoal, Perfumaria e
Cosméticos (ABIHPEC), este setor da indUstria liagi apresentou um crescimento médio
deflacionado composto de 10,7% nos ultimos anadptpassado de um faturamento liquido de
impostos sobre vendas de R$ 7,5 bilhdes em 20@G0R&rL5,4 bilhdes em 2005 (ABIHPEC,
2007)

Segundo a ABIHPEC, varios fatores tém contribuidap excelente crescimento do
setor, dentre 0os quais destacam-sga(participacao crescente da mulher brasileirmmamado
de trabalho,i{.) a utilizacao de tecnologia de ponta e 0 consgqieumento da produtividade,
favorecendo os precos praticados pelo setor, qneatenentos menores do que os indices de
precos da economia em geraii.) lancamentos constantes de novos produtos aténd=aa
vez mais as necessidades do mercadv.p gumento da expectativa de vida, o que traz a

necessidade de conservar uma impressao de juventude

O aumento de vendas de produtos cosmeéticos g@mdipessoal deve ser atentamente
acompanhado pelos setores regulatorios competéhtestusiasmo no crescimento de vendas
do setor pode induzir o surgimento de novas emgrassge devem, todavia, atender a um
criterioso grau de exigéncia quanto a segurancgedse produtos. Ao contrario da situacdo de
exposicdo humana a farmacos, onde em dadas céosiag pode-se ponderar sobre a relacéo
risco-beneficio, no caso particular de produtosrédiEos ndo se pode admitir o surgimento de

efeitos adversos em consequéncia deste tipo deie&po

No Brasil, dados levantados pelo Sistema Nacional Idformacdes Toxico-
Farmacoldgicas (SINITOX) apontam para uma baixaéncia de intoxicagfes decorrentes da
exposicdo a produtos cosmeética®.(0,92% do total de casos registrados de intoxicacéo
humana notificados nos Centros de Informacéo esfesgiia Toxicolégica no ambito nacional,
durante o ano de 2004. (SINITOX, 2007) Nao haewtt dados disponiveis sobre a natureza
dos produtos cosméticos que levaram aos registro® jaos Centros de Informacdo e
Assisténcia Toxicologica e nem sobre a severidadesthtomas apresentados. O baixo grau de
severidade de efeitos adversos induzidos por detadms produtos, assim como a percepgao

do risco por parte do consumidor, podem ser imptetaaspectos no que diz respeito a
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possiveis sub-notificacdes de casos de intoxicggesosméticos em nosso pais, sobretudo se
levarmos em consideracdo dados de Costettl, 1999. Segundo estes autores, 0s casos de
intoxicacdes em decorréncia da exposicdo a cosmsétec produtos de higiene pessoal
representaram & Principal causa de registros aos centros de derdmintoxicacdo nos EUA

no ano de 1995, sendo menos freqiiente somenteedosgcasos de intoxicacdes por produtos
domissanitarios e medicamentos. Estes mesmo autetealam que os efeitos adversos
observados nos casos registrados com cosméticadesBaixa gravidade e que em menos de

10% dos casos foi necessario tratamento em unidedpitalares.

O Quadro 3 mostra dados do FDA sobre a incidéreieacdes adversasd.irritagcdes
de pele e mucosas, dermatites, dor/desconfortato®feobre o sistema respiratorio etc)
induzidas por produtos cosméticos entre os and98&e a 1995 nos EUA, relacionando-os com
a natureza dos produtos. Cremes para cuidados ldaepenturas de cabelo foram o que
induziram o mais numero de reacfes adversas. Endmranenor escala, ha também neste

periodo registro de reagfes adversas induzidaggmtifricios nos EUA.
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Quadro 3: Registro do FDA quanto a incidéncia dac@es adversas

provocadas por produtos cosmeéticos nos

EUA, efi8& & 1995.

Numero de reacoes adversas observadas Natureza doguto
262 Produtos para o cuidado da pele (cremes de
uso diario e noturno, cremes anti-rug
cremes para clareamento da pele, hidratantes,
solugdes 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 Fragranciasdentifricios e outros produtgs
para higiene bucal, batons e toni
capilares.

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

= 10 Descolorantes de cabelo, produtos parf
barbear.

Fonte: Corbetet al.,, 1999.

N= 1305 casos de intoxicagbes
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V.2 Uso do método HET-CAM na avaliagdo do potendratante de dentifricios

Diante do aumento no consumo de produtos cosméticdsvido as questdes éticas
relacionadas a diminuicdo do nimero de animais esguisa cientifica, sobretudo no controle
da qualidade desta classe de produtos, os labiosatbrasileiros oficiais que controlam a
gualidade de produtos sujeitos a Vigilancia Saiaitdevem estar particularmente atentos ao
desenvolvimento, implantacdo e validacdo de metgiid alternativas. Uma das etapas do
processo de validacdo consiste em estimar a variagi@-laboratorial do ensaio em questéao,
avaliando, inclusive, a variacdo dos resultadogdobtem diferentes ensaios por um mesmo

analista e entre analistas diferentes.

Os resultados provenientes do presente trabalhoce@tnibuir neste sentido, indicando
gue - nas condi¢cdes experimentais definidas nestel@ - ha uma boa concordéancia entre os
ensaios independentes realizados por um mesmostanalientre avaliacbes realizadas por
diferentes analistas. Nossos dados permitem congle, apesar dos desfechos do método
HET-CAM serem qualitativos (observacdo individuab daparecimento de hiperemia,
hemorragia, coagulacdo/opacidade em funcédo do derapubjetividade das leituras pode ser

contornada com treinamento adequado de pessoaiagselo.

E importante ressaltar que existem entre diferdatasratorios diferentes protocolos de
estudo, baseados no método original proposto pephkaina Alemanha, em 1985 (Spielmahn
al, 1997; Hagincet al, 1999; Wilson & Steck 2000; Vinardell & Garcia,®@0) Murillo et al,
2003). Apesar dos nossos dados indicarem que atisutgpde da leitura pode ser contornada
com treinamento de pessoal especializado, vale quie este é considerado por alguns autores
um limitante do HET-CAM, sobretudo no que diz réspeé variacdo de resultados entre
diferentes laboratdrios. Assim, alguns autoreszatih uma variante do método HET-CAMe.
o método CAM-TBS, cuja avaliacao final dos efeitogantes é absolutamente quantitativa,
através da deteccdo espectrofotométrica do corbnyigan blue absorvido pela membrana
coérion-alantéide (Haginet al, 1991). A absor¢édo do corante pela MCA é um indicade
destruicdo e desnaturacdo da membrana e segundooHsgal, 1999 apresenta uma boa
correlagdo com os escores obtidos para as lestedrigea observados no teste de Draize em

coelhos.
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Uma das limitac6es detectadas em nosso estudo adadwraliacdo de dentifricios pelo
método HET-CAM foi o0 uso de produtos ndo diluidasnatureza dos cremes e géis dentais
(i.e. viscosidade, coloracdo e opacidade) dificulta meonente as leituras dos fendmenos
induzidos na membrana coérion-alantoide. No entasia, dificuldade foi contornada com todos
os produtos quando estes foram testados diluidésa Aisso, os resultados obtidasvitro se
correlacionaram melhor com os obtidos no modelmahigquando os produtos foram testados a

10% no HET-CAM, do que quando foram testados puros.

Embora o método HET-CAM ja tenha sido aplicado veiacdo do potencial irritante
de uma variedade de produtos, entre eles tenseathampus, condicionadores, extratos de
plantas e até de produtos utilizados em terapiaxi@mticas e cremes e geéis fixadores de
dentaduras (Silvat al, 1992; Schendett al, 1994, Spielmanrmt al, 1997; Haginoet al,
1999; Wilson & Steck 2000; Debbasehal, 2005; Alet al.,2005 e Mehlinget al, 2006), ndo
encontramos na literatura nenhum estudo que asal@mpotencial irritante de dentifricios pelo
HET-CAM, nem a correlacdo deste método com o méttelorritacdo da mucosa oral de

hamsters.

V.3 Consideracdes sobe o0 método HET-CAM

Ovos embrionados de galinha tém sido usados enosraiboratorios e ha mais de duas
décadas na avaliacdo da toxicidade de uma varietladelbstancias quimicas. Sua aplicacao
pode ser observada em estudos de teratogenicidat®jotoxicidade, avaliacdo de efeitos
sistémicos, estudos de vias metabdlicas e na e#ialido potencial irritante induzido por
ingredientes ou produtos acabados sobre membranegke, 1985). O fato de Luepke (1985)
ter observado uma boa correlagdo do método HET-Gkh dados obtidos no Teste de
irritacdo ocular de Draize gerou novos trabalhos cointuito de avaliacdo da aplicacédo deste
método como um possivel substituto aos modelosasipreditivos do potencial irritante de
substancias isoladas e produtos acabados (&ilag 1992; Spielmanet al., 1997; Haginoet
al., 1999; Wilson & Steck 2000; Murillet al, 2003; Debbasclket al 2005; Alet al, 2005;
Mehling et a.l.,2006)
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Testesin vitro apresentam vantagens significativas carg a reducdo de custos, a
possibilidade de realizac&o de repeticbes ou asddisnultaneas dentro de um periodo curto de
tempo, a producdo de menores volumes de residuggdetc. O teste HET-CAM - em

particular — apresenta as seguintes vantagens:

1. E econdmico;

2. Nao requer equipamentos especializados;

3. Suaimplantacao é simples (ndo requer grandees{sico);

4. Apenas um técnico treinado é suficiente parizeg@io do teste;

5. A duracdo média do teste é de 1 hora (o testeitedo da mucosa oral tem duracao de

24 horas, porém so é concluido apés a analise soigpaca, podendo totalizar dias);

6. Enquanto pelo menos 5 hamsters sdo necesséariegnpstra para a realizacdo do teste

in vivo, apenas 4 ovos sao utilizados por amostra noitesiteo.

Apesar das vantagens descritas acima, as limitagbgsensaiosn vitro sdo bem
conhecidas da comunidade cientifica e em muitosscdsicultam sua validacdo (Quadro 4).
Nestes modelos ndo ha, por exemplo, a possibiliddelese avaliar as caracteristicas
morfoldgicas e fisioldégicas observadas nos métodogvo, além de serem - via de regra -
estudos de curta duracédo, apresentando limitagis@d@a avaliacdo de efeitos toxicos a longo

prazo.
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Quadro 4: Perspectiva de validacdo de métodosnatieos para avaliacdo de seguranca de

produtos cosméticos.

N

N

Toxicidade aguda (por via oral)

Toxicidade agudaor (pvia inalatéria ¢

dérmica)

174

L

Irritagdo cutanea

Toxicidade de doses repetidaslié®d 90 dia

e exposicao cronica)

Uy

Irritacdo ocular

Fotosensibilizagao

Dermo-sensibilizacéo

Toxicidade Reprodutiva

Embriotoxicidade

Deteccao de orgéos-alvo

Genotoxicidade

Toxicidade sistémica

Carcinogenicidade (compostos na

genotoxicos)

Toxicocinética

Fonte: Pauwelst al, 2004

Embora se observe um crescente numero de publgaobee métodos alternativos nos

ultimos anos, nenhum dos modeiosvitro ja propostos foi capaz de substituir completamente

os testes de irritagdo ocular, dérmica e de mucBsagre os fatores que dificultam a validacao

de tais métodos alternativos, destacam-se (Currdarkell, 1998).

1. A complexidade de algumas estruturas tecidwags hucosa oral, estruturas oculares

etc);

2. Altos custos relacionados aos processos deacdld (segundo Liebsch & Spielmann,

2002, o processo de validacdo de 03 ensaios dltermaao uso de animais para

avaliacao de efeitos embriotoxicos de xenobidtizsdou cerca de US$ 1,6 milhdes);

3. Diferencas entre espéci@sg. entre o préprio modelo animal que se deseja dulvsti

(e.g.Teste de Draize) e a situacdo de exposi¢cdo humana;
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Mesmo sabendo-se que a correlacdo entre dadoogeradanimais e a situacao real no
homem néo é plena - existindo diferencas imporsaategre espécies, como por exemplo, no
metabolismo de xenobidticos, na predisposicdo genétc - o uso de determinadas espécies
animais é consagrad®.(. camundongos e ratos) e muitas vezes controleéribst para
determinados desfechas.g.estudos de carcinogenicidade e teratogenicidat&) eisponiveis
nos laboratérios especializados neste tipo de estdd/olume de dados existentes nestes casos
€ um enorme facilitador do processo de interpretalg resultados e da extrapolacdo destes

dados para o homem.

Apesar de ainda ndo ser uma metodologia oficialenealidada, o método HET-CAM é
um modelo alternativo comumente utilizado pelandea industrias de cosméticos (Quadro 5)
e é aceito pelas autoridades regulatérias de algaises membros da Comunidade Econémica
Européia, come.g Franca e Alemanha, como modelo para avaliac@egleranca desta classe
de produtos (Liebsch & Spielmann, 2002). A Dire&tB6/906/EEC prevé a utilizacdo de 04
metodologias alternativas ao uso de animais paaiagédo do potencial irritante ocular de
ingredientes isolados, suas classificacfes e ipdsade rotulo. As 04 metodologias previstas
na Directiva 86/906/EEC sdo: o HET-CAM, o BCOP #&rasidois testes realizados em olhos
isolados de coelhos e galinhas. Os animais, clims cdo isolados, devem ser provenientes de
abatedouros ou sacrificados por outros propéstegunda esta Directiva, nos casos em que 0S
ingredientes testados apresentam resultados negai qualquer uma das 04 metodologias,

tais resultados devem ser - ainda assim - confiosiadlo teste de irritacdo ocular de Draize.
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Quadro 5: Exemplos de métodos alternativos valgioa avaliacdo da toxicidade de produtos

acabados, comumente usados pela industria de cosmét

Desfecho Métodos

Irritac@o ocular HET-CAM, BCOP, RBC, testes de

citotoxicidade.

Irritacdo dérmica Modelos com pele isolada, testes |de
citotoxicidade, teste com orelha de porco, SIFT

Fonte: Pauwelst al.,2004; SIFT:skin integrity function test

V.4 Concordéancia de resultados entre o0 método HEAMC e o teste de irritagdo da

mucosa oral em hamsters

Em nosso estudo, a avaliagdo macroscépica dasges causadas pelos produtos 24
horas ap0s a ultima aplicacdo demonstrou que @iIf@® nado irritante e minimamente irritante
induziram apenas reacao congestiva dos vasos dasmda bolsa gutural. Ja os produtos que
tiveram a classificacéo final como irritantes le(#3, moderados (IM) e severos (IS) causaram
congestao, sialorréia e descamacéao epitelial. Asendos fendmenos microscopicos apontaram
- igualmente - para uma maior similaridade na ma@e severidade dos efeitos induzidos por
produtos minimamente irritante com produtos nétairtes, do que com os demais grupos (IL,
IM e IS).

Além disso, deve-se considerar que na maioria ested preditivos, as condi¢cdes de
exposicdo dos animais sdo maximizadas se compacadas situacdo real de exposicdo do
homem. Esta situagao - observada nos testes deskmnsibilizacdo (Teste de Buehler, Teste de
Maximizacg&o) e nos testes de irritagcdo ocular enabér de Draize - € igualmente observado no
teste de irritacdo da mucosa oral em hamsiexs04 aplicacdes do produto em intervalos de 1
hora entre cada aplicacdo e a nédo retirada/lavagerdiata do produto). Tal fato aliado a
interpretacdo de nossos dados (similaridade daezatudos efeitos dos grupos NI e IMin)
permite concluir que os efeitos induzidos em harssg@or produtos IMin devem ser

considerados de menor relevancia em termos deagéialdo risco humano.
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No presente estudo optamos por avaliar a preditdoie do ensaio HET-CAM para
produtos com “baixo potencial irritante” (ponto clerte de li< 4,99, para ambos 0s ensaios).
Considerando este ponto de corte, observamos prexisao do teste HET-CAM foi de 85%, a
sensibilidade de 100%, e a especificidade foi dé.50

Estes resultados demonstram a boa capacidade deCAET em detectar produtos
irritantesin vivo. Confirmou-se, porém, em nosso estudo sua teral&mi superestimar 0s
resultados obtidom vivo, j& que este método foi capaz de detectar sond8nties 06 produtos
classificados como produtos com baixo potenciatairte (.e. 03 resultado falso-positivos).
Dados semelhantes foram obtidos por Hagih@l, 1999, quando estes autores avaliaram a

correlagéo existente entre o HET-CAM e o testentagédo ocular de Draize.

Um dos aspectos que pode se responsavel pela saisibilidade do método HET-
CAM, quando comparado ao modelo animal, é o fatqueneste método aplica-se o produto
diretamente na membrana corion-alantéide, sem gjaenenhuma barreira protetora neste tipo
de exposicdo. Assim, como a especificidade do métdBET-ACM se mostrou de 50%,
recomendamos que o0s produtos testados neste medfaio submetidos a outros ensdios
vitro (e.g. citotoxicidada, RBC, olho isolado etc), que avaliagiferentes desfechos para
confirmacao da classificacao irritante. Nesse cdotealguns dos dentifricios aqui estudados ja
encontam-se em analise em nosso laboratério naag&al de seu potencial toxico pelos
métodos RBC e citotoxicidade com células SIRC e 3818s métodos NRU e MTT.

Mesmo que ndo se possa - com o atual nivel de ciondeto - substituir totalmente o
uso dos animais por um unico métadwitro, a criagdo de uma bateria de testes pode significa
uma reducao substancial no numero total de aninsaidos na avaliagdo de seguranca de certos
produtos. Tal conduta, além de reduzir bastanténoeno de produtos que deverdo ser testados
em animais, minimiza grandemente as chances de arpuoais a produtos com alto potencial
toxico. A possibilidade de se usar animais sompata confirmar a auséncia de efeito irritante,

significa diminuir as chances de expor os mesma®#aonento e a dor.
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VI. CONCLUSAO

A analise dos resultados obtidos neste estudoeragsite concluir que:

1. Quanto aos resultados obtidos apés tratamestbalaas guturais de hamsters (té@ste

Vivo):.

*  Todos os produtos da linha adulta — apreendido$Sporetarias Estaduais e/ou
Municipais de Saude por suspeita de desvio da dpd#i - foram considerados
irritantes no teste de irritacdo da mucosa oral lmmsters, confirmando as

dendncias quanto ao potencial irritante dos praddéouso adultos aqui avaliados.

* Dentre os produtos infantis, 60% foram considerastoao nao-irritantes ou
minimamente irritantes no teste vivo, os demais foram classificados como

irritantes leves.

* Com excecdo de um produto da linha adulta, tododedifricios aqui
estudados apresentaram valores de pH dentro da deixseguranca recomendada

pela norma internacional 1ISO11.609.

* A avaliacdo macroscopica das alteracOes causattssgpedutos 24 horas apos
a ultima aplicacdo demonstrou que os produtos nméante (NI) e minimamente
irritante (IMin) induziram apenas reacdo congestiea vasos da mucosa da bolsa
gutural. J& os produtos que tiveram a classificdigéb como irritantes leves (IL),
moderados (IM) e severos (IS) causaram congestatmrréia e descamacao
epitelial. A andlise da natureza e do grau de e dos efeitos microscdpicos
aponta - igualmente - para uma grande similariégdiee os grupos NI e IMin. Com
base nessa observacédo e pelo fato de que - se realapsom a situacdo real de
exposicdo humana - as condicfes de exposicado erstdransdao maximizadas (4
aplicagbes em intervalos de 1 hora entre cadaagflice a nao retirada/lavagem

imediata do produto), entendemos que os efeitagzidds em hamsters por produtos
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IMin devem ser considerados de menor relevancideemos de avaliacdo do risco

humano;

Quanto aos resultados obtidos no método HET-CAM:

Apesar dos desfechos qualitativos do método HET-Cfdveduacdo dos
fendmenos em funcédo do tempo) serem consideradoslgans autores um fator
limitante deste método, nossos resultados demoastrgue a subjetividade das

leituras pode ser contornada com treinamento adeqim pessoal especializado.

* No caso especifico de produtos de higiene bucalese dizer que a natureza
dos cremes e géis dentaie(viscosidade, coloracdo e opacidade) é um fator
dificultante das leituras dos fenbmenos induzid@smembrana coérion-alantéide.
Esta dificuldade pdde ser contornada quando osiyedoram testados diluidos.

* Os resultados obtidos vitro se correlacionaram melhor como os achados
microscopicos (alteracbes de epitélio, infiltradfiamatorio, congestdo e edema)
obtidos no modelo animal, quando os produtos for@stados a 10% no HET-

CAM do que quando foram testados puros.

* Quanto ao grau de preditibilidade do método HET-Cam relacédo ao teste de
irritacdo da mucosa oral em hamsters os seguimgdtados foram obtidos:
precisdo = 85%, sensibilidade = 100% e especifigda50%.

* O método HET-CAM tende a superestimar resultadtisiatin vivo, indicando
gue resultados positivos neste teste devem sesdnsdmente analisados. Como a
especificidade do teste foi de 50%, recomenda+se,03 produtos considerados
positivos no HET-CAM sejam submetidos a outros m®ssan vitro (e.g

citotoxicidada, RBC e etc) para confirmacao dastlascao irritante.
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* O uso do método HET-CAM - em combinagdo com umarlzatde ensaios
alternativos - pode reduzir significativamente oneéo de animais utilizados na

avaliacao do potencial toxico de dentifricios e@aiprodutos de higiene bucal.
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