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RESUMO

MINI, C. A. Estabelecimento de um modelo de epiderme em 3D proveniente de células
imortalizadas a ser utilizado como plataforma de avaliagdo da toxicidade dérmica induzida por
corantes de tinturas capilares. 2020 103f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto- Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2020.

Com a adocéo de métodos alternativos ao uso de animais na comunidade cientifica, diversos
grupos trabalharam para o desenvolvimento de novos modelos capazes de ser aplicados na
avaliacdo da toxicidade de substancias/produtos. Tratando-se de exposi¢do dérmica, os modelos
de pele/epiderme reconstruida foram desenvolvidos no mundo todo, porém a aquisicéo desses
modelos no Brasil é bastante dificultosa. Devido a isso, o0 objetivo aqui proposto foi o
desenvolvimento de um modelo tridimensional de epiderme, utilizando queratindcitos
imortalizados (HaCaT-EHE) para aplicacdo na avaliacdo de toxicidade de corantes presentes
em tinturas capilares, além da comparacdo dos efeitos com a cultura celular em monocamada.
Apos a construcdo do modelo tridimensional, foi avaliada a diferenciacao celular por métodos
histol6gicos/imunohistoquimicos, validacdo do método analitico de determinagdo do sal de
formazan utilizado nos testes de corrosdo e irritacdo. Foi verificada a permeabilidade da
membrana e proficiéncia do modelo em diferenciar substancias irritantes, nédo irritantes,
corrosivas e ndo corrosivas. Para avaliagdo de endpoints de toxicidade foram realizados ensaio
de genotoxicidade (ensaio do Cometa), viabilidade/citotoxicidade (MTT, teste de viabilidade
celular por anexina V/PI e teste de Tunel) e irritagdo e corrosdo. O modelo apresentou
diferenciacéo celular e expressdo dos biomarcadores de desenvolvimento das camadas, além
disso apresentou permeabilidade de membrana semelhante aos modelos ja validados. O método
para a determinacgdo do sal de formazan mostrou ser seletivo, exato, preciso e robusto. Além
disso, apresentou um indice de recuperacado superior a 85% e variacao inferior a 15%, e nao foi
observada a presenca residuos do sal apds uma injecdo com concentracdo elevada.
Adicionalmente, o modelo demonstrou boa predicdo para irritacdo (seletividade 100%,
especificidade 75% e exatiddo 90%) e também para corrosdo (seletividade 100%,
especificidade 100% e exatiddo 100%) para as substancias testadas. Quanto aos corantes, 0
Basic Blue 99 (BB99) ndo demonstrou efeitos genotoxicos em ambos modelos, porém,
demonstrou queda na viabilidade celular, além de intensa marcacdo com Pl e dupla marcacao
(anexina e PI) indicando morte celular por necrose no modelo 2D. No modelo 3D, observou-se
intensa marcacdo com fluoresceina em todas as concentragdes testadas, indicando ocorréncia
apoptose. Como esperado, 0 BB99 se mostrou irritante apds a exposi¢do por 30 minutos,
embora ndo tenha induzido a efeito corrosivo. Ja o corante Basic Red 51 (BR51) induziu a
efeitos genotdxicos em ambos os modelos, além disso provocou queda na viabilidade celular
no modelo 2D e no modelo 3D induziu a marcacdo com a fluoresceina. O corante nao
apresentou efeitos irritantes e corrosivos. Frente ao exposto, podemos concluir que o modelo
apresentou boa predicdo e pode ser utilizado como plataforma de estudos de avaliacdo da
seguranca/toxicidade de produtos ap6s a exposicdo dérmica. Os corantes testados
demonstraram efeitos toxicos em concentracdes inferiores ao limite recomendado pelo Comité
Cientifico Europeu e, desta forma, a utilizacdo em produtos comerciais de tinturas capilares
deveria ser revista.

Palavras-chave: Epiderme Humana Equivalente. Células HaCaT. Exposi¢do dermica.
Genotoxicidade. Citotoxicidade. Irritacdo. Corrosao.



ABSTRACT

MINI, C. A. Establishment of a tested 3D epidermis model of an immortalized cells as a
platform for assessing dermal toxicity induced by hair dyes. 2020. 103f. Thesis (Doctoral).

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, 2020.

With the adoption of alternative methods to the use of animals in the scientific community,
several groups worked towards the development of new models capable of being applied in the
evaluation of the toxicity of substances / products. In the case of dermal exposure, the
reconstructed skin / epidermis models were developed worldwide, but the acquisition of these
models in Brazil is quite difficult. Because of this, the objective proposed here was the
development of a three-dimensional model of epidermis, using immortalized keratinocytes
(HaCaT-EHE) for application in the evaluation of toxicity of dyes present in hair dyes, in
addition to comparing the effects with cell culture in monolayer . After building the three-
dimensional model, cell differentiation was evaluated by histological / immunohistochemical
methods, validation of the analytical method for determining formazan salt used in corrosion
and irritation tests. The permeability of the membrane and the proficiency of the model in
differentiating irritating, non-irritating, corrosive and non-corrosive substances were verified.
For evaluation of toxicity endpoints, genotoxicity assay (Comet assay), viability / cytotoxicity
(MTT, cell viability test by annexin V / Pl and Tunel test) and irritation and corrosion were
performed. The model showed cell differentiation and expression of the biomarkers of
development of the layers, in addition it presented membrane permeability similar to the models
already validated. The method for determining formazan salt has proven to be selective,
accurate, precise and robust. In addition, it had a recovery rate greater than 85% and variation
less than 15%, and the presence of salt residues was not observed after an injection with high
concentration. In addition, the model demonstrated good prediction for irritation (100%
selectivity, 75% specificity and 90% accuracy) and also for corrosion (100% selectivity, 100%
specificity and 100% accuracy) for the tested substances. As for the dyes, Basic Blue 99 (BB99)
did not demonstrate genotoxic effects in both models, however, it showed a decrease in cell
viability, in addition to intense staining with P1 and double staining (annexin and PI) indicating
cell death by necrosis in the 2D model. In the 3D model, intense fluorescein staining was
observed at all concentrations tested, indicating apoptosis. As expected, BB99 was irritating
after exposure for 30 minutes, although it did not induce a corrosive effect. The Basic Red 51
(BR51) dye induced genotoxic effects in both models, in addition it caused a drop in cell
viability in the 2D model and in the 3D model it induced fluorescein staining. The dye had no
irritating or corrosive effects. In view of the above, we can conclude that the model presented
a good prediction and can be used as a platform for evaluating the safety / toxicity of products
after dermal exposure. The dyes tested demonstrated toxic effects at concentrations below the
limit recommended by the European Scientific Committee and, therefore, the use in commercial
hair dye products should be reviewed.

Keywords: Equivalent Human Epidermis. HaCaT cells. Dermal exposure. Genotoxicity.
Cytotoxicity. Irritation. Corrosion.
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1. INTRODUCAO

A frase do filésofo e dramaturgo romano Plautus (254-184 a.C.) embora muito antiga,
revela a necessidade da populacdo em geral de fazer uso de cosméticos para melhorar a
autoestima: “Uma mulher sem tinta ¢ como comida sem sal” (COSMETICS INFO, 2016). De
acordo com o Food Drug Administration (FDA/E.U.A.), 0os cosméticos sdo substancias que
podem ser passadas, derramadas, polvilhadas, pulverizadas e aplicadas ao corpo humano para
a limpeza, embelezamento e alteracdo da aparéncia (FDA, 2018a), sendo estes dois Ultimos, 0s

principais motivos que fizeram o sucesso da industria mundial de cosméticos.

Além dos cosméticos convencionais, hd uma subclassificacdo denominada
“cosmecéuticos” que sao bastante utilizados. Esses produtos além da funcao principal, possuem
ingredientes na formulacdo que podem trazer outros beneficios para o individuo que os usa,
como por exemplo cremes hidratantes anti-idade, xampu anti-caspa, cremes anti-acne entre
outros (MILAM; RIEDER, 2016).

Assim, a intensa busca por uma aparéncia que atenda aos padrdes sociais promove uma
grande procura de procedimentos estéticos diversos, acarretando 0 uso exacerbado de
cosmeéticos. A Associacao Brasileira da Industria de Higiene Pessoal, Perfumaria e Cosméticos
(ABIHPEC) mostrou em seu relatorio mais recente que os maiores consumidores dos produtos
do setor no mundo séo os Estados Unidos, China, Japéo e o Brasil (ABIHPEC, 2019).

Dentro desse contexto, 0 uso excessivo desses produtos, associado a intensa evolucéo
das industrias cosmeéticas, que lancam constantemente novos produtos, claramente demonstra a
necessidade da avaliacdo da seguranca, tanto das matérias primas como dos produtos finais.
Soma-se a estes fatos, o uso rotineiro de uma grande variedade de cosmeticos por uma
significativa parcela da populacdo, refor¢ando assim, a necessidade de uma completa avaliacdo
dos efeitos que os componentes das formulas e o produto finalizado podem provocar quando

entram em contato com a pele, olhos, couro cabeludo, unhas etc.

Por muito tempo, a avaliacédo da toxicidade de produtos de higiene e beleza foi realizada
basicamente utilizando testes em animais. No entanto, a partir do inicio dos anos 2000, a Uniéo
Europeia iniciou um movimento para substituicdo dos ensaios em animais, para a avaliagéo da
seguranca de cosméticos e outros componentes presentes nas formulas, culminando na
completa proibicdo em 2009, com a publicagdo da Diretiva 1223/2009 (EC, 2009;
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SCCS/1564/15). Desta forma, os laboratorios europeus foram pioneiros no desenvolvimento e
validagdo de métodos alternativos a experimentacao animal, permitindo o uso na avaliagdo da
seguranca de cosmeéticos. Esta tendéncia foi difundida para a avaliacdo de diversos outros
produtos com aplicacdes variadas, com o objetivo de reduzir o nimero de animais na avaliacdo
inicial da toxicidade, atendendo ao conceito dos 3R de acordo com Russel e Burch o qual sera
discutido adiante, diminuindo assim o numero de compostos que sdo encaminhados para a

avaliacdo completa da toxicidade, como nos ensaios pré-clinicos.

Assim, o desenvolvimento de métodos alternativos tem sido considerado uma grande
tendéncia mundial na area da Toxicologia, demonstrado pelo grande interesse na discussao
deste tema nos eventos cientificos da area.

Atualmente, diversos trabalhos demonstram que métodos in vitro podem ser preditivos
e a substituicdo e/ou reducdo no uso de animais pode ser realizada sem colocar em risco a
confianca dos resultados. A importancia na substituicdo nao é apenas por resultados confiaveis,
mas pelo fator econémico envolvido, considerando que a manutencdo de animais em biotério é
de custo elevado além do tempo envolvido na pesquisa, afinal muitos testes in vitro garantem
respostas em um periodo mais curto (HIRSCH; SCHILDKNECHT, 2019).

Dentro deste contexto, a evolucdo na ciéncia ndo apenas garante a utilizacao de novos
modelos e métodos, mas possibilita seguranca nos produtos utilizados e atende a politica dos
3R’s que desde a década de 50, revolucionou o conceito da utilizagdo dos animais na industria

e pesquisa.
1.1. Tinturas de cabelo

O Brasil ¢ o 4° maior consumidor de produtos de Higiene Pessoal, Perfumaria e
Cosméticos, perdendo apenas para os Estados Unidos, China e Japdo. Embora, 0 consumo de
produtos tenha enfrentado uma queda nos ultimos anos devido a crise financeira, o setor vinha
apresentando sinais de recuperagdao em 2019 (ABIHPEC, 2019). No entanto, devido a atual
pandemia devido ao SARS-COV-2, alguns especialistas apontam para uma crise no comercio
global, tendo ja sido constatada uma queda de aproximadamente 15% nas vendas de produtos
de beleza no més de marco de 2020, provavelmente devido ao fato das pessoas estarem em
isolamento social e, portanto, se preocupando menos com a aparéncia. Soma-se a iSso 0

fechamento de saldes de beleza devido aos decretos governamentais que impedem o
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funcionamento de alguns estabelecimentos (ABIHPEC, 2020a; ABIHPEC, 2020b; AGENCIA
BRASIL, 2020).

Ainda assim, o setor de cosmeticos é um ramo muito forte da economia brasileira.
Segundo o relatdrio da Associacdo Brasileira da Industria de Higiene Pessoal, Perfumaria e
Cosméticos (ABIHPEC), a necessidade de autorrealizagdo é o principal motivo para que 0s
individuos utilizem produtos de higiene, perfumes e cosméticos, demonstrando que o0s
brasileiros estdo cada vez mais visando o bem-estar pelo uso desses produtos (ABIHPEC,
2019).

Dentre esses produtos, as tinturas capilares representam grande destague no ramo
industrial, ocupando a 42 colocacdo entre os cosmeticos mais utilizados pelos brasileiros
(ABIHPEC, 2019). Essa intensa utilizacdo provavelmente € devida ao fato de que as tinturas
capilares estdo entre os produtos cosméticos de maior potencial de modificacdo da autoimagem.
No Brasil, um quarto da populacéo ja realizou algum tipo de procedimento de coloracéo pelo
menos uma vez na vida (INMETRO, 2006).

A indGstria produtora de tinturas comecou quando Hoffman descobriu, em 1863, a
coloracdo marrom produzida pela parafenilenodiamina (PPD) ap6s uma reacdo de oxidacéo.
Em 1907, Eugene Schueller, fundador da L’Oreal langou a primeira marca de tinturas de cabelo
que era de uso restrito aos saldes de beleza até a década de 50. Porém, com os avangos na
tecnologia, varias tinturas de uso doméstico foram lancadas posteriormente e, rapidamente seu
uso foi disseminado na populacdo (DRAELOS, 2004).

As tinturas de cabelos sdo classificadas de acordo com o modo de fixacdo na fibra
capilar, podendo ser fixadas na cuticula ou no cértex por mecanismos oxidativos ou nao
oxidativos. Nas reacdes oxidativas, a cuticula do fio € aberta com a acdo dos agentes
alcalinizantes (aménia), permitindo a penetracdo do precursor e do peréxido de hidrogénio no
fio. Com a penetracdo dos compostos, ocorre a reagdo de oxidagdo, promovendo assim a
alteracio permanente da cor do fio (SANIA; CARRENO, 2007; MADNANI; KHAN, 2013).

J& 0s mecanismos ndo oxidativos compreendem os corantes de cabelos diretos, que
independem de reacdes oxidativas e se fixam diretamente no fio por ligacdes quimicas fracas.
Esses corantes compdem geralmente as férmulas de coloragdes semi-permanentes e
temporarias (SANIA; CARRENO, 2007).

Outra classificagdo comum das tinturas leva em consideragdo o tempo de permanéncia

da cor no fio como se segue:
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a) Temporarias: representam apenas 3% dos tipos de coloracdo. Sdo facilmente removidas
pela lavagem, pois s&o compostas por moléculas mais pesadas, tornando-as incapazes de
penetrar no cortex. Desta forma, o corante fica apenas depositado na cuticula por meio de
ligacdo a um polimero catiénico que aumenta a afinidade do corante pelo fio (Figura 1A)
(DRAELOS, 2004; GUERRA-TAPIA; GONZALEZ-GUERRA, 2014; ACS, 2019).

b) Demi-permanente: representam cerca de 10% dos produtos, mas ndo séo encontrados
em férmulas profissionais, devido a ineficacia em cobrir fios grisalhos. S&o produtos que
contém corantes do grupo azo e nitroanilina principalmente e séo capazes de aumentar o
brilho e fornecer uma mudanca leve na tonalidade da cor. Neste caso, 0 corante adere ao
fio de cabelo por ligagdes polares fracas e por forga de Van der Waals, e duram cerca de 6
a 8 lavagens. (Figura 1 B) (DRAELOS, 2004; GUERRA-TAPIA; GONZALEZ-GUERRA,
2014; ACS, 2019):

c) Permanente: é o tipo de coloragdo mais comum e mais utilizado, representando cerca de
85% das tinturas comercializadas. As substancias quimicas tais como parafenilenodiamina,
paratoluenodiamina e resorinol sdo precursores e/ou acopladores e revelam a cor apds uma
reacdo de oxidacdo provocada pelo peroxido de hidrogénio. Sdo 100% eficientes na
cobertura de cabelos grisalhos e, devido ao baixo peso molecular, sdo capazes de penetrar
completamente no cortex do fio promovendo a alteragdo definitiva da cor natural. Desta
forma, a lavagem ndo consegue remover as substancias e a manutencéo da cor é feita pelo
retoque na raiz quando ocorre o crescimento do fio (Figura 1C) (DRAELQOS, 2004;
GUERRA-TAPIA; GONZALEZ-GUERRA, 2014; ACS, 2019).

d) Descolorante: substancias capazes de promover descolora¢do permanente do fio por
meio da utilizacdo de amdnia e peroxido de hidrogénio ocorrendo a oxidacao da melanina
do fio (DRAELOS, 2004; GUERRA-TAPIA; GONZALEZ-GUERRA, 2014).

No Brasil ha apenas uma legislacdo que regulamenta a insercdo de corantes nas
formulacdes das tinturas, porém ndo ha legislacdo para os corantes abordados neste
trabalho (BRASIL, 2012).
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Figura 1 - Representacdo da penetragdo dos corantes presentes nas tinturas no fio capilar.
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Fonte: Adaptacdo Madnani; Khan (2013).
A) Tinturas temporarias com ligacdo superficial e externa ao fio; B) Tinturas semipermanentes com ligacéo
superficial e interna no fio; C) tinturas permanentes com ligacdo mais profunda e interna no fio.

Frente ao exposto, fica claro que o processo de tingimento depende da anatomia dos
fios, que sdo compostos essencialmente por 3 camadas (Figura 2): a cuticula, o cortex e medula
(BUFFOLI et al., 2014).

Figura 2- Representacéo da estrutura do fio de cabelo
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Fonte: Adaptagdo Buffoli et al. (2014)
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Apesar do uso rotineiro desses produtos, de acordo com a International Agency
Research on Cancer (IARC), alguns compostos presentes nesses produtos podem apresentar
efeitos carcinogénicos em decorréncia da exposicdo. Dentre esses compostos toxicos, estdo
substancias que contém o grupamento azo (N=N) e aminas aromaéticas (IARC, 2010).
Considerando que a anatomia do fio favorece a absor¢do de algumas substancias através do
foliculo piloso (BUFOLLI et al., 2014), a manifestacdo de efeitos sistémicos apos a aplicacao
topica durante o processo de tintura pode ocorrer. Ja foi apontada uma possivel correlacéo entre
a exposicdo aos corantes e/ou outros componentes da formulagdo, como o-toluidina e anilina,
com o desenvolvimento de alguns tipos de canceres como bexiga, mama e linfoma (WARD et
al., 1996; VINEIS; PIRASTU, 1997; NCI, 2016; GERA et al.,, 2018; ACS, 2019).
Adicionalmente, a utilizacdo de tinturas de cabelo também ja foi relacionada a manifestacéo de
irritacdo da pele, sensibilizacdo e alergias (KIM; KABIR; JAHAN, 2016; ZANONI et al.,
2017).

Por outro lado, outros trabalhos sugerem que tinturas mais modernas ndo provocam
riscos ou efeitos genotdxicos e mutagénicos no organismo, e que 0 risco sistémico € baixo
(NOHYNEK et al., 2010; ZANONI et al, 2014; ZANONI et al., 2015; KIM; KABIR; JAHAN,
2016; JIANN, 2017). Assim, fica evidente que ndo existe consenso a respeito dos riscos

associados a exposicdo aos corantes, demonstrando a necessidade de novos estudos.

Desde 1965, a IARC demonstrou preocupacdo com as substancias potencialmente
carcinogénicas em diversos produtos, ressaltando a importancia dos estudos para avaliacao
toxicoldgica (IARC, 2010). A interacdo dos agentes quimicos com o material genético pode
acarretar leses no DNA, ou seja, efeitos genotdxicos e quando essas lesdes ndo sao reparadas,
ocorre uma mutacdo e essa informacdo sera transmitida para as células filhas no momento da
divisdo. Alguns corantes de cabelo sdo capazes de induzir lesdes no DNA, que podem ser
detectadas pelo ensaio do cometa (TARFUT-CARDONA et al., 2015). Neste sentido, no
presente trabalho estudamos dois corantes amplamente empregados em formulagdes de tinturas
comerciais, o Basic Red 51 (BR51) e Basic Blue (BB99) (Figura 3). Ambos sdo geralmente
encontrados em tinturas semi-permanentes, mas 0 BR51 também compde algumas formulac6es

de tinturas permanentes.
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Figura 3- Estrutura quimica dos corantes Basic Red 51 (A) e Basic Blue 99 (B)
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Nosso grupo de pesquisa vem estudando o corante BR51, demonstrado a inducédo de
espeécies reativas do oxigénio (ZANONI et al., 2014) e alteracdes morfologicas nas células de
pele (ZANONI et al., 2015). O BB99 foi estudado por Franco et al. (2015), que detectaram o
corante na &gua de lavagem, mesmo ap6s 5 procedimentos, demonstrando a permanéncia e,
consequente exposicao das células do couro cabeludo por longo periodo, ap6s um processo
rotineiro de tintura (FRANCO et al., 2015).

Os resultados ja obtidos em cultura celular em monocamada reiteram a necessidade de
avaliar os corantes em ambiente 3D de epiderme, para avaliacdo da resposta e comparacao com

os resultados dos ensaios realizados com cultura celular tradicional.

1.2. Anatomia da pele

O tecido tegumentar € 0 maior 6rgdo do corpo humano, composto por trés camadas
principais denominadas epiderme, derme e hipoderme. A atuacdo como barreira fisica esta
dentre as principais fungdes da pele e a sua eficiéncia € devida a presenca de lipideos no espaco
intercelular dos queratinécitos presentes na epiderme. Além disso, a pele é também responsavel
pela manutencdo da homeostase térmica, acdo sensorial e funcdo imunologica (WHO, 2009;
VENUS; WATERMAN; McNAB, 2011; YOUSEF; ALHAJJ;SHARMA, 2020). Além disso,
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acredita-se que a epiderme além da funcdo de barreira fisica contra substancias toxicas,
apresenta também funcdes fisioldgicas capazes de auxiliar nos mecanismos de defesa ap0s a
exposicdo a diversos estressores externos (SCCS, 2015).

A Figura 4 mostra as duas camadas mais superficiais da pele, derme e epiderme, assim
como alguns dos anexos, como vasos sanguineos e glandulas.

Figura 4- Representagéo anatomica das camadas mais superficiais da pele, derme e epiderme.
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Fonte: LEHMAN-MCKEEMAN, L. D. 2012, p.63

A hipoderme é a camada mais profunda, localizada abaixo da derme e composta
essencialmente de tecido adiposo. E o local onde ha maior quantidade de capilares, que s&o
responsaveis por carrear 0s nutrientes pelo sangue, além da presenca de glandulas que sdo

responsaveis pela saida de agua e ions a fim de manter a temperatura do 6rgao (VENUS;
WATERMAN; McNAB, 2011; JOSSET et al., 2014).

A derme é a camada intermediaria entre a epiderme e a hipoderme, sendo o local onde
estdo vasos sanguineos e anexos da pele. Esta camada € composta, essencialmente, por
fibroblastos capazes de produzir colageno e fibras de elastina, componentes que proporcionam
a sustentacdo da pele (VENUS; WATERMAN; McNAB, 2011; JOSSET et al., 2014).
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A epiderme é a camada mais externa da pele, composta, essencialmente, por
queratinocitos, melandcitos e células imunes. Como os queratindcitos sdo o objeto de estudo
do presente trabalho, serd dada maior énfase a esta camada. A Figura 5 ilustra as estratificacGes
desta camada, descritas a seguir e visualizadas no corte histolégico (WHO, 2009; VENUS;
WATERMAN; McNAB, 2011; JOSSET et al., 2014; YOUSEF; ALHAJJ; SHARMA, 2020;
DIEGEL, 2019):

— Estrato basal (germinativo) é a interface entre a derme e a epiderme, composta de células
cubdides, onde sdo encontrados os queratindcitos e melandcitos;

— Estrato espinhoso, € considerado o local de transigdo, onde as células comegam a migrar
para o apice da epiderme. E composto por células poliédricas com filamentos que se
estendem para as células vizinhas;

— Estrato granuloso, apresenta células em formato de diamantes e as células contém granulos
de queratohialina;

— Estrato cdrneo, é composto por células que perderam o nucleo e formaram escamas

compostas por filamentos de queratina.

O estrato cérneo é considerado a primeira barreira da pele, sua composicdo é dada
essencialmente por 3 classes principais de lipideos (colesterol, acido graxo livre, ceramidas)
que ficam organizadas em uma estrutura tridimensional. Esta camada é formada na Gltima etapa
de diferenciacdo (SMEDEN; BOUWSTRA, 2016).

A principal funcdo do estrato corneo é a atuacdo com barreira fisica, de barreira de
permeabilidade quimica, atuante na resposta imunoldgica inata, além de estar em constante
renovagao e possui a capacidade de se adaptar de acordo com as condi¢Bes ambientais
(YOUSEF; ALHAJJ; SHARMA, 2020; ABDAYEM; HAFTEK, 2018). Brohem et al. (2010)
considera que o uso de modelos tridimensionais de pele/epiderme, para os mais variados
estudos, € possivel devido a possibilidade de gerar o estrato corneo no modelo in vitro. Além
disso, incidéncia de alteragdes no estrato corneo, esté ligada a ocorréncia de injarias na pele

como inflamagao, irritagao.
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Figura 5- Diferenciacdo das camadas da epiderme

Estrato corneo

Estrato granuloso

Estrato espinhoso

Estrato basal

Fonte: Modificado de http://mol.icb.usp.br/index.php/2-23-tecido-epitelial-de-revestimento-2/. Acesso em: 25
Maio 2020.

O couro cabeludo embora seja parte do tecido tegumentar, apresenta algumas diferencas
na anatomia como na fisiologia, ele apresenta 3 camadas principais denominadas: epiderme,
derme e subcutis. As raizes dos fios assim como as glandulas se iniciam na derme, além disso
ha diversas inervagdes responsaveis por auxiliar na sensibilidade e termo regulacdo do couro
cabeludo (RUKWIED, 2017)

A pele é um o6rgdo multifuncional com capacidade sensorial, barreira fisica e
imunolégica. Embora, seja uma barreira muito eficiente por apresentar diversos mecanismos
que impecam a entrada de agentes patogénicos e/ou absor¢do de substancias quimicas, ainda
existem agentes toxicos que podem ser absorvidos por todas as camadas da pele e provocar
efeitos sistémicos (VENUS; WATERMAN; McNAB, 2011; LEHMAN-MCKEEMAN, 2013;
JOSSET et al., 2014; YOUSEF; ALHAJJ; SHARMA, 2020). Desta maneira, é importante a
aplicacdo de ensaios toxicologicos utilizando células de pele como modelo de estudo, para
predizer a ocorréncia de efeitos ap6s exposicdo dérmica a diversas substancias, capacidade em

penetrar pela barreira natural ou provocar os efeitos no local de contato.
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1.3. Cultura de células da pele em 3D como método alternativo a experimentacio

animal: aplicando o conceito dos 3 R’s

A vivisseccdo para estudos de fisiologia e anatomia € uma préatica antiga, e 0s primeiros
relatos vieram do medico romano Galeno em meados do século 100, no entanto, a prética foi
disseminada a partir do século XIX (CARVALHO; WAIZBORT, 2010). Desde entéo, 0 uso de
animais passou a ser comum tanto na medicina, como em outras areas do conhecimento,
culminando em uma imensa quantidade de animais utilizados na pesquisa e ensino. Dentro deste
contexto, desde a década de 1950, Hume e Lond ja discutiam sobre esta quantidade exacerbada
de animais utilizados no meio cientifico (HUME; LOND, 1957).

Em 1959, esses conceitos foram consolidados pela divulgacéo do principio dos 3R’s por
Russell e Burch (1959). Originados do inglés “Reduction, Replacement e Refinement”, os 3R’s
significam reducgéo da quantidade, substituicdo de testes e refinamento dos testes visando a
eliminacdo do sofrimento dos animais. Em 1986, foi langada uma diretiva na Unido Europeia,
visando a implantacdo da politica dos 3R’s na experimentagdo animal e outros propdsitos
cientificos, sugerindo o desenvolvimento de novos métodos. Em 1991, foi criada a European
Union Reference Laboratory for alternatives to animal testins (EURL-ECVAM), que reiterava
a diretiva de 1986 (EEC, 1986; EUROPEAN COMISSION, 2013), com o propdésito de
desenvolver, validar novos métodos e assim, a aplicacido efetiva da politica dos 3R’s
(LOUHIMIES, 2002).

No ano de 1998, o conselho europeu expds em uma conferéncia, a necessidade de
proteger os animais vertebrados utilizados na pesquisa, culminando na criagdo de outras
diretivas (EEC, 2010). Em 2005, foi criada a European Partnership for Alternatives
Approaches to Animal testing (EPAA), a primeira organizagdo que unia colaboradores do setor
publico e privado com o propdsito de trabalhar juntos para o desenvolvimento de novos
métodos mais preditivos, sem a necessidade de utilizagdo de animais (COZIGOU et al., 2015).
Ainda em 1998, foi publicada no Brasil a Lei n. 9.605, conhecida como Lei de Crimes
ambientais, que em seu Capitulo V, sec¢do I, artigo 32 diz que € crime o0 abuso, maus tratos,
mutilacdo e ferimentos em animais utilizados para fins didaticos ou cientificos (BRASIL,
2008).

A partir da promulgacédo da Lei, a comunidade cientifica brasileira iniciou as discussoes

sobre o tema e seguindo a tendéncia mundial neste mesmo ano, foi promulgada a Lei
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11.794/2008, mais conhecida como Lei Arouca, que regulamenta o uso de animais em pesquisa
e criou o Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA) para a
fiscalizagdo do cumprimento das normas relacionadas ao uso de animais na pesquisa e ensino,
podendo aplicar multas quando ndo ha cumprimento dos requisitos estabelecidos na Lei
(BRASIL, 2008; PRESGRAVE, 2008).

No ano seguinte, a Unido Europeia estabeleceu que cosméticos ndo poderiam ser
comercializados caso houvesse algum componente na férmula que tivesse sido testado em
animais, ja que a ECVAM juntamente com a Organisation for Economic Cooperation and
Development (OECD) desde a década de 90 trabalhava continuamente para o desenvolvimento,
validacdo, aprovacado e publicacdo de métodos alternativos ao uso de animais (EC, 2009). A
Diretiva do conselho europeu publicada em 2010, além de citar diversas consideracfes sobre

como deve ser 0 manejo desses animais, propde formas de protecdo animal (EEC, 2010).

Em 2012, o Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovacdo (MCTI) instituiu a Rede
Nacional de Métodos Alternativos (RENAMA) para a implantacéao, validacao e certificacao de
ensaios alternativos ao uso de animais, promog¢do da qualidade dos ensaios, avaliagdo da
qualidade dos ensaios. Nesta mesma portaria ficou estabelecido que o processo de validacédo
dos métodos propostos ocorreria no Centro Brasileiro de Validagcdo de Métodos Alternativos
(BraCVAM) e o monitoramento e a introducdo de novas técnicas seriam de responsabilidade
do CONCEA (BRASIL, 2012).

Em 2014, a Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa -
Dicol), deliberou a aceitacdo dos metodos alternativos incentivada pelo CONCEA apos a
publicacdo da resolucdo normativa n° 18 em setembro, reconhecendo a validagéo de 17 métodos
alternativos ao uso de animais (BRASIL, 2014). No ano de 2016 o CONCEA por meio de outra

resolucdo normativa reconheceu mais 7 métodos alternativos (BRASIL, 2016).

Os métodos alternativos aceitos pelo CONCEA séo classificados em: avaliacdo do
potencial de irritacdo e corrosdo da pele; avaliagdo do potencial de irritacdo e corrosdo ocular;
avaliacdo do potencial de fototoxicidade; avaliacao de absorcéo cutanea; avaliacdo do potencial
de sensibilizagdo cutanea; avaliacdo de toxicidade aguda; avaliacdo de genotoxicidade,
avaliacdo de toxicidade reprodutiva, avaliacdo da contaminacdo pirogénica em produtos
injetaveis. Concomitante ao reconhecimento desses métodos, foi estabelecido um prazo de

cinco anos para a substituicdo obrigatdria de testes utilizando animais por métodos alternativos
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na pesquisa cientifica para o lancamento de novos cosméticos que ja tenham um alternativo
entre os aceitos contando o prazo desde a publicacdo de 2014 (BRASIL, 2014) e tal normativa
entrou em vigor em setembro de 2019 (BRASIL, 2016).

Essencialmente, a avaliacdo dos efeitos na pele compBe a maioria dos métodos
reconhecidos pelo CONCEA, pois visam, principalmente, a substituicdo dos ensaios de
irritacdo e corrosdo utilizando coelhos, também conhecido como teste de Draize (DRAIZE;
WOODARD; HERBERT, 1944; PEDROSA et al., 2017). Esses métodos ja foram validados
pela OECD e descritos nos guias TG 431 e TG 439 (OECD, 2019a,b), substituindo
completamente o teste de Draize.

Dentre esses métodos, as culturas celulares utilizando células de pele se destacam. A
utilizacdo de cultura celular em monocamada ¢ um método convencional muito utilizado na
pesquisa, especialmente na Toxicologia, para avaliacdo de efeitos induzidos apds a exposicao
a substancias toxicas. No entanto, a disposicdo das células em uma Unica camada nédo reproduz
0 ambiente tecidual, tanto devido a conformacgdo das células, quanto pela auséncia da
comunicacao intercelular que é promovida pela coesao entre elas. Essa falha estrutural interfere
nas respostas celulares e, como consequéncia, hd a modificacdo do efeito quando comparado
ao ambiente in vivo (POUMAY; COQUETTE, 2007).

Dentre as desvantagens dos modelos convencionais, pode-se citar também a auséncia
dos componentes extracelulares encontrados no tecido, como a matriz extracelular por exemplo,
prejudicando ndo s6 a comunicacéo intercelular, mas também a diferenciacdo morfoldgica das
células. Por esse motivo, o desenvolvimento de uma ferramenta de estudo com fisiologia mais
complexa e que se aproxima do microambiente tecidual in vivo, melhora a capacidade de
resposta dos métodos in vitro (MAZZOLENI; LORENZO; STEIMBERG, 2009; MATHES;
RUFFINER; GRAF-HAUSNER, 2014).

Diversos modelos de cultura 3D foram desenvolvidos com o objetivo de mimetizar o
tecido in vivo. Existem por exemplo, diversos tipos de modelos como esferoides, cultivo celular
utilizando biorreatores ou cultivo com utilizagdo de scaffolds e a matriz extracelular é escolhida
de acordo com o tipo celular, caracteristicas da célula escolhida e tecido a ser reproduzido
(MAZZOLENI; LORENZO; STEIMBERG, 2009).

Os modelos de pele sdo confeccionados sob scafollds (insertos), para o crescimento e

conformacdo adequada das camadas celulares da derme e epiderme. Neste caso, séo utilizados
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fibroblastos associados a colageno que compdem a derme e, sobre esta, sdo adicionados
queratinocitos para a formacao da camada da epiderme (Figura 6A) (POUMAY; COQUETTE,
2007; BROHEM et al, 2010; CATARINO et al., 2018).

Devido a necessidade de diferenciagéo celular ao longo da epiderme, € necessario que
o cultivo ocorra em interface ar-liquido, uma vez que no ambiente in vivo a pele também néo
estd submersa em fluidos. Além disso, é necessaria a adicdo de diversos substratos, que
favorecem a migracéo e diferenciacao das células (BROHEM et al., 2010; CATARINO et al.,
2018).

Figura 6- llustracdo do cultivo celular em modelo tridimensional e comparacéo entre a pele de
roedores, pele humana e pele artificial.
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Fonte: Adaptacdo Brohem et al. (2010)
A) Representacdo do cultivo celular do modelo tridimensional de pele, demonstrando 0 modo de inser¢do das
células e cultivo em interface ar-liquido. B) Comparacéo entre a pele de roedor, pele humana e pele artificial.

A construcéo da epiderme permite a formagéo das camadas celulares presentes no tecido
in vivo, melhorando a qualidade das respostas, além de permitir a aplicacdo na industria e na
pesquisa. Embora esses modelos tenham limitagdes, Brohem et al. (2010) demonstraram que a

pele artificial apresenta maior semelhanca com a pele humana, quando comparada a pele de
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roedor (Figura 3B) (POUMAY; COQUETTE, 2007; BROHEM et al., 2010; PEDROSA et al.,
2017).

Diversos estudos ja demonstraram a eficiéncia dos modelos de epiderme em 3D em
estudos de avali¢do de seguranca dérmica. Jong et al. (2018) por exemplo, confirmaram que o
modelo Skin Ethic® produzido e comercializado pela L’Oreal ¢ robusto para a deteccdo de
atividade irritante causada por diversas substancias quimicas, listadas no protocolo da OECD

TG439, ap6s uma avaliacdo interlaboratorial.

No entanto, devido a dificuldade de tramitacdo na importacdo dos modelos
comercialmente disponiveis, o desenvolvimento de modelos in house acabou se tornando uma
necessidade (PEDROSA et al., 2017; CATARINO et al., 2018). Mesmo que recentemente a
Episkin, empresa do grupo L’Oreal que comercializa modelos tridimensionais se instalou no
Brasil, a tendéncia mundial de utilizacdo de métodos alternativos esta cada vez maior e a
demanda dos modelos na América Latina provavelmente sera maior do que a empresa podera
atender. Desta forma, o presente trabalho teve como um dos principais objetivos o
desenvolvimento de um modelo tridimensional de epiderme, utilizando células imortalizadas,

que foi utilizado para a avaliacdo de toxicidade dérmica induzida por corantes de cabelo.

1.4. Testes alternativos de toxicidade dérmica

A exposi¢do aos cosméticos ocorre essencialmente na pele e alguns produtos podem ser
absorvidos por todas as camadas desta, atingindo a circulacdo sanguinea, podendo induzir a
efeitos sistémicos, além dos efeitos locais. Com isso, pode-se considerar 0 estrato cérneo
presente na camada mais superficial da epiderme, a barreira fisica mais importante de protecéo
da pele (SCCS/1564/15) e o rompimento de sua integridade esta relacionado a injurias na pele.

Os efeitos toxicos na pele podem ser classificados como agudos, subcrénicos e crénicos.
Dentre os efeitos agudos, normalmente decorrentes de exposicdes de curto prazo, podemos
destacar corrosdo, irritacdo e sensibilizacdo (DRAIZE; WOODARD; CALVERY, 1944; UN,
2018; DIEGEL, 2019).

Os primeiros ensaios utilizados para avaliacéo de efeitos locais na pele, como corrosao
e irritacdo utilizavam pele de animais de mais de uma espécie. Dentre 0s animais mais
utilizados, estavam os roedores, coelhos e cachorros. O ensaio de Draize ficou muito conhecido

pela dor e sofrimento causado nos animais em teste, mas em meados da década de 40, era muito
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utilizado para avaliacdo de efeitos na pele e nos olhos e era capaz de diferenciar entre efeito
agudo, subcrénico e cronico (DRAIZE; WOODARD; CALVERY, 1944).

Desde a época, a comunidade cientifica buscava uma classificagdo adequada para 0s
efeitos que as substancias testadas provocavam na pele, de acordo com a intensidade do efeito.
Primeiramente, a classificacdo era definida entre substancias que ndo causavam efeitos, as
corrosivas que provocavam efeitos graves de necrose e descamacdo desde a epiderme até a
derme e, as substancias irritantes que eram capazes de provocar edema, escaras e vermelhidédo
na pele e a intensidade de tais efeitos era medida por meio de scores em caracteristicas pre-
determinadas (DRAIZE; WOODARD; CALVERY, 1944). Atualmente, segundo o Globally
Harmonised System (GHS) as substancias corrosivas se diferem das irritantes pela gravidade
do efeito que provocam apos a exposi¢do. As substancias corrosivas sao capazes de provocar
um dano irreversivel, diferente das substancias irritantes, que induzem a danos que podem ser
revertidos. Assim, o GHS estabeleceu 3 classificacdes de efeito: 1 (corrosivo), 2 (irritante) e 3
(médio irritante) sendo esta ultima aplicada apenas para substancias especificas. Tais
classificagbes foram baseadas em respostas obtidas com o uso de animais (UN, 2018).

De acordo com Diegel (2019), os principais efeitos provocados apds injarias na pele
devido a acdo de agentes irritantes sdo: reacdes inflamatorias na derme, espessamento do estrato
cérneo e, em casos mais graves, 0 espessamento da epiderme toda. J& a corrosdo, provoca
necrose superficial, podendo se espalhar para a epiderme toda, dependendo da gravidade.

Os protocolos da OECD para essas avaliacdes comecaram a ser desenvolvidos na
década de 80. Os guias n.404 e n.406 tratam de testes in vivo para avaliacdo de efeitos em
decorréncia de exposi¢do dérmica em animais, como corroséo e sensibilizagao, respectivamente
(OECD, 1992; OECD, 2015a). Entretanto, ap6s o fortalecimento do principio dos 3R’s, novas
formas de avaliacéo de risco e seguranca de substancias comecaram a ser exploradas, visando
a substituicdo do uso de animais e, quando nado fosse possivel, a0 menos a reducdo no uso. Com
iSO 0 guia n. 406 foi substituido pelo 429 por melhor atender ao principio dos 3R’s,
promovendo menos sofrimento aos animais utilizados nos testes de avaliacédo de sensibilizacao
(OECD, 2010).

Em marco de 2002, ocorreu um encontro promovido pela OECD na comunidade
cientifica, quando foram discutidos diversos pontos importantes a respeito do desenvolvimento
e validacdo de métodos alternativos ao uso de animais. Esse encontro originou um documento
importante sobre a avaliacdo de risco e seguranca de substancias, descrevendo os principais

requisitos que devem constar em novas metodologias para essas avaliagbes. A partir da
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publicacdo deste documento, diversos protocolos passaram a ser desenvolvidos e aplicados,
sempre considerando os 3R’s (OECD, 2005).

Mesmo com a ascensdo dos testes in vitro, alguns testes in vivo tais como os guias 402
(toxicidade dérmica aguda), 404 (lrritacdo/Corrosdo dérmica aguda) e 429 (Sensibilizacao
cuténea) ainda sdo usados em situagdes que essas avaliaces ainda se facam necessarias. Mas
vale ressaltar que todos os testes foram modificados para atender os requisitos exigidos pela
OECD para o refino, minimizando ao maximo o sofrimento fisico e psicol6gico dos animais
(OECD, 2010; OECD,2015a; OECD, 2017).

Dentre os testes in vitro atualmente recomendados para avaliacdo da toxicidade dérmica
aguda, estdo os guias da OECD 430 (corrosao da pele in vitro: método de resisténcia elétrica
transcutanea), 435 (avaliacdo de barreira in vitro), 431 (avaliacdo de corrosdo utilizando
Reconstructed Human Epidermis - RHE) e 439 (avaliacéo de irritagéo utilizando RHE) (OECD,
2010; OECD, 2015b,c; OECD, 2017; OECD, 2019a,b). Além dos testes propriamente ditos, 0s
protocolos 431 e 439 também indicam a necessidade de avaliar a proficiéncia de modelos
desenvolvidos visando a validagdo empregando testes histoldgicos e avaliacdo da fun¢do como
barreira, para que possam ser utilizados na avaliacdo da toxicidade aguda dérmica (OECD,
2019a; OECD, 2019b).

Em 2015, a OECD publicou um documento para estabelecer requisitos importantes e
especificos para a validacdo e utilizacdo dos protocolos 431 e 439 (OECD, 2015d; OECD,
2015¢). Dentre os requisitos indispensaveis estdo os métodos permitidos para a realizacdo da
determinacdo do sal de formazan na avaliacdo da viabilidade celular, o tempo de exposicédo
necessario, principios para a classificacdo da substancia quanto a sua toxicidade de acordo com
o efeito provocado no tecido. Além disso, cada documento apresenta uma lista de substancias
padronizadas que devem ser utilizadas na avaliacdo da proficiéncia do modelo de forma a
produzir resultados fidedignos.

O teste de irritacdo, segundo ao protocolo 439 considera que para uma substancia teste
ser considerada irritante no teste in vitro, é necessario que a viabilidade seja inferior a 50%
quando comparado ao controle negativo. Ja o protocolo 431, considera que uma substancia teste
é corrosiva quando a viabilidade for inferior a 35% em comparacao ao controle negativo. Como
sdo avaliados alguns tempos de exposicdo pré-determinados, a gravidade do efeito é
determinada de acordo com o periodo em que ocorre a queda na viabilidade (OECD, 2015d;
OECD, 2019a,b). A padronizacdo determinada pelos protocolos, sdo essenciais para 0S
resultados obtidos serem confiaveis e comparaveis aos outros modelos (KANDAROVA et al.,
2018).
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Neste trabalho, além dos ensaios de irritacdo e corrosao citados no item 1.3, estudamos

também a capacidade dos corantes estudados de induzir a morte celular e genotoxicidade.

1.5. Morte celular e genotoxicidade

As células possuem um maquinario complexo e responsavel por manter as funcdes

celulares e, quando sdo expostas a estressores extremos sejam eles mecanicos ou fisico-

quimicos, a célula pode entrar em processo de morte (GALUZZI et al., 2015). Muitas vezes a

morte celular ndo é considerada um mecanismo prejudicial, pois alguns eventos ocorrem para

manter a homeostasia do organismo (GALUZZI et al., 2015).

As células ao entrarem em processo de morte, liberam alguns marcadores. Dependendo do

tipo de sinalizacdo ou injdria que ocorre na célula o processo de morte celular percorre um

caminho diferente (GALUZZI et al., 2015). Atualmente, sdo conhecidos diferentes processos

de morte celular:

Apoptose: ocorre por ativacdes bioquimicas promovidas por caspases que Sao responsaveis
por ativar uma cascata de reacdes que induz a alteracGes morfoldgicas na célula como a
fragmentacdo do DNA e destruicdo de organelas. Geralmente a célula que entra neste
processo de morte ndo danifica as células vizinhas (KABAKOV; GABAI, 2018; D’ARCY,
2019);

Piroptose: 0 processo de morte por essa via é bastante comparavel a apoptose, no entanto
nesta ocorre a ativagdo de interleucinas, que sdo mediadores relacionados as respostas
inflamatdrias. Além disso, essas citocinas sdo liberadas no meio extracelular, tornando a
resposta maior, atingindo células vizinhas (D’ARCY, 2019);

Autofagia: processo de morte que ocorre quando a célula detecta a restricao energética, que
pode estar relacionada a fatores extrinsecos ou ndo. A partir disso, a propria célula comega
a promover uma degradacdo interna para a obtencao de energia, através da reciclagem das
organelas em excesso, sendo um evento que promove diminuicdo da capacidade
metabdlica da célula. Porém, quando a privacéo enérgica € intensa, o processo pode evoluir
para morte (D’ARCY, 2019);



Introducdo | 20

— Necrose: processo de morte celular que ocorre devido a uma injuria grave que faz com que
a célula ndo consiga se recuperar. Geralmente, o efeito atinge células vizinhas e o processo
de morte acontece em mais de uma célula (KABAKOV; GABAI, 2018; D’ARCY, 2019).

A avaliacdo do mecanismo de morte celular por métodos variados é importante para a
avaliagdo da ocorréncia da ativagdo de um ou mais processos celulares. Neste trabalho, forma
utilizados trés diferentes métodos de avaliacdo de viabilidade celular, como sera apresentado
no item 3 deste documento.

A moléecula de DNA como é conhecida hoje, foi descrita pela primeira vez por Watson
e Crick na década de 50. O DNA esta presente nas células e carrega as informagdes essenciais
de um individuo, garantindo a estabilidade e integridade gendmica, para que as informacGes
sejam passadas corretamente para as novas geracOes celulares apds a divisdo. Quando ocorre
um dano a molécula de DNA, ou genotoxicidade, que o sistema de reparo celular ndo é capaz
de corrigir, esse dano pode ser passado para geracOes posteriores, evento conhecido como
mutacdo (RADHIKA; JYOTHI, 2019; WATSON; CRICK, 1953; CLANCY, 2008; PRAY,
2008).

Os testes de avaliacdo de genotoxicidade e mutagenicidade séo utilizados para a
identificacdo do potencial das substancias em provocar danos no DNA, além disso possuem um
papel na regulamentacdo de produtos. Pelo fato de existirem diversos tipos de dano que podem
ocorrer, existem diversos testes disponiveis para a determinacdo dos mecanismos de dano
(DOMINGUEZ; SALES, 2007; RADHIKA; JYOTHI, 2019). Neste trabalho, foi utilizado o
ensaio do Cometa in vitro. O principio do teste consiste na avaliacdo de quebras de DNA de
cadeias duplas ou simples e sitios alcali-labeis em ndcleos de células apds a aplicacdo de uma
corrente eletroforética capaz de separar por tamanho e peso os fragmentos de DNA (TICE et
al., 2000; OECD, 2016).
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2. CONCLUSOES

Com os dados obtidos neste trabalho podemos concluir:
1- Quanto a validade do modelo desenvolvido:

O modelo de pele humana equivalente (HaCaT-EHE) foi desenvolvido com sucesso e,
apresenta caracteristicas histologicas, capacidade de diferenciacdo celular e funcdo de
barreira semelhantes a outros modelos validados, com a vantagem de ndo utilizar células
primarias e sim células imortalizadas;

O método de validacdo analitica demonstrou reprodutibilidade, exatiddo, linearidade nas
concentrac@es de trabalho, além de ndo demonstrar interferéncia da matriz;
Adicionalmente, o0 HaCaT-EHE pode ser utilizado para estudos preliminares de avaliagéo
da seguranca de produtos cosmeéticos, devido a sua capacidade de distinguir efeitos irritantes

e corrosivos, com bom valor preditivo de acordo com a recomendacao da OECD.
2- Quanto a aplicacdo do modelo para estudo de toxicidade de corantes de cabelo:

O corante Basic Blue 99 tem a citotoxicidade como principal mecanismo de toxicidade
dérmica, revelada pela inducdo de apoptose, irritacdo e corrosdo de células da epiderme. J&

o0 corante Basic Red 51, tem como principal mecanismo de toxicidade, a genotoxicidade.

Desta forma, como os efeitos induzidos em modelo que mimetizam a resposta humana

foram detectados em concentragcGes menores do que as encontradas em formulacGes comerciais,

a utilizacdo destes corantes em tinturas capilares deve ser revista.
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