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RESUMO

SA, L. L. Estratégia para a avaliacdo do potencial de irritacdo ocular de ingredientes
cosmeticos utilizando métodos alternativos a experimentacdo animal.

2017. 78f. Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto —
Universidade de S&o Paulo, Ribeir&o Preto, 2017.

Considerando que os produtos cosméticos sdo de livre acesso ao consumidor e alguns podem
acidentalmente entrar em contato com os olhos, eles devem ser aprovados em testes de
irritacdo ocular. Durante muitos anos, essa avaliacdo foi feita pelo teste de Draize utilizando
animais de experimentacdo. Entretanto, devido a questdes éticas envolvendo o uso desses
animais, atualmente h4 uma busca por métodos alternativos para essa avaliacdo. Assim, 0
objetivo deste projeto foi propor uma estratégia para a avaliacdo do potencial de irritacdo
ocular de alguns ingredientes cosméticos, como os tensoativos, dodecil sulfato de sodio
(SDS), lauril éter sulfato de sdédio (LESS), cocoilglutamato de sddio (CGS), polissorbato 20,
capriloil/caproil metil glucamida (CCMG), cocoamidopropilbetaina (CAB), bem como o0s
silicones, dimeticone e ciclopentasiloxano, utilizados na fabricacdo de produtos cosméticos
para cabelo (shampoos), area dos olhos e rosto (demaquilantes e cremes). Para isso, foram
utilizados métodos alternativos a experimentacdo animal, tais como Hen’s Egg Test —
Chorioallantoic Membrane (HET-CAM) e ensaio de Permeabilidade e Opacidade de Cdrnea
Bovina (BCOP) e anélise histopatoldgica das cérneas. O primeiro ensaio avalia 0s eventos
vasculares, hiperemia, hemorragia e coagulacdo, que a substancia teste possa causar na CAM,
mimetizando, com isso, a conjuntiva ocular. J4 o BCOP avalia as alteracGes na opacidade e na
permeabilidade provocada pela substancia teste. A andlise histopatoldgica € uma ferramenta
complementar ao ensaio de BCOP, avaliando o grau e a profundidade da lesdo ocasionada
pela substancia teste na cérnea bovina. A maioria dos tensoativos foi considerada irritante
severo no ensaio de HET-CAM, com excecdo do polissorbato 20 (10%) classificado como
irritante moderado, enquanto que os silicones nao foram irritantes. Ja no ensaio de BCOP, a
maioria dos tensoativos foi classificada como sem predicéo, exceto o polissorbato 20 (10%), o
CCMG 1,5% e os silicones, os quais foram classificados como nao irritantes. Na analise
histopatol6gica, os tensoativos sem predicdo no BCOP, foram classificados como irritantes
severos: SDS 10%, CAB 3% e 1,5% e CCMG 3%; irritantes moderados: LESS 10% e 7%);
irritantes leves: SDS 1% e CGS 3%; e néo irritantes: CGS 1,5% e CCMG 1,5%. Os silicones
ndo causaram nenhum dano na cdrnea. Diante dos resultados obtidos no presente trabalho, a
seguinte estratégia foi proposta para a avaliacdo do potencial de irritacdo ocular de
ingredientes cosméticos: em um primeiro nivel deve-se utilizar o ensaio de HET-CAM, o qual
avalia os eventos vasculares, mimetizando a conjuntiva ocular. Em seguida, no 2° nivel, com
0 ensaio de BCOP, avaliam-se os efeitos do ingrediente sobre a cdrnea (opacidade e
permeabilidade). Se o ingrediente for classificado como irritante severo ou néo irritante nos
dois ensaios, ele ndo necessita de mais avaliagGes. Entretanto, se esse produto apresentar
algum potencial irritante no HET-CAM e for classificado como sem predicdo ou sem
categoria no BCOP, deve-se prosseguir para o 3° nivel, a avaliacdo histopatologica. Nessa
etapa o ingrediente € avaliado quanto ao grau e a profundidade da lesdo que ele provoca na
cérnea bovina, possibilitando, até mesmo, inferir sobre a reversibilidade da lesdo. Portanto, a
estratégia proposta para avaliar o potencial de irritacdo ocular de ingredientes e produtos
cosméticos é bastante promissora, pois é possivel avaliar 0s eventuais danos que eles podem
causar na conjuntiva ocular e na cornea por diferentes mecanismos toxicologicos, predizendo,
assim, a toxicidade ocular desses produtos.

Palavras-chave: irritacdo ocular, métodos alternativos, cosméticos, HET-CAM, BCOP,
histopatologia



ABSTRACT

SA, L. L. Strategy for the evaluation of ocular irritation potencial of cosmetic
ingredients using alternative methods to animal testing. 2017. 78p. Dissertation (Master).
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o Paulo,
Ribeirdo Preto, 2017.

Cosmetic products are freely available to the consumer and may accidentally come into
contact with the eyes; thus they must be approved by eye irritation tests. For many years,
these evaluations were performed in experimental animals (Draize test). However, due to
ethical issues involving the use of animals, there is a search for alternative methods for this
evaluation. Thus, the aim of this project was to measure the ocular irritation potential of some
cosmetic ingredients, such as sodium dodecyl sulfate (SDS), sodium cocoylglutamate (SCG),
polysorbate 20, capryloyl /caproyl methyl glucamide (CCMG), cocoamidopropyl betaine
(CAPB), as well as silicones, dimethicone and cyclopentalosiloxane, used to manufacture
cosmetic products for hair (shampoos), eye and face area (make-up removers and creams).
For that purpose, alternative methods of animal experimentation were used, such as Hen’s
Egg Test - Chorioallantoic Membrane (HET-CAM) and Bovine Corneal Permeability and
Opacity (BCOP) test and histopathological analysis of the corneas. The first assay evaluates
the vascular events, hyperemia, hemorrhage and coagulation, which a test substance can cause
in the CAM, simulating endpoints that occur in ocular conjunctiva. BCOP evaluates
alterations in opacity and permeability caused by test substance on the cornea. The
histopathological analysis is a complementary tool to BCOP test, evaluating the degree and
depth of the lesion caused by the test substance in the bovine cornea. Most of the surfactants
were non-irritant on HET-CAM, except polysorbate 20 (10%) that was classified as moderate
irritant, while silicones were non-irritant. In the BCOP assay, most surfactants were classified
as unpredicted, except polysorbate 20 (10%) and CCMG 1.5%, and silicones, which were
classified as no category (non-irritant). In the histopathological analysis, unpredictive
surfactants in BCOP were better classified as severe irritants: SDS10%, CAB 3% and 1.5%
and CCMG 3%; moderate irritants: LESS 10% and 7%; mild irritants: SDS 1% and CGS 3%;
and non-irritant: CGS 1.5% and CCMG 1.5%. Silicones did not cause any damage on the
cornea. Considering the results obtained in the present study, the following tiered strategy was
proposed for the evaluation of the ocular irritation potential of cosmetic ingredients: the first
tier should be the HET-CAM assay, which evaluates the vascular events, simulating the
conjunctiva. Then, the second tier, with the BCOP assay, the effects of the ingredient on the
cornea (opacity and permeability) are evaluated. If the ingredient is classified as a severe
irritant or non-irritant in both tests, it does not require further evaluation. However if that
ingredient or product is considered as a potential irritant in HET-CAM and in BCOP, i.e. it is
classified as unpredicted or no category, it is necessary to proceed to the third tier, the
histopathological evaluation. At this stage, the ingredient is evaluated for the degree and depth
of the lesion that it provoked in the bovine cornea, allowing even to infer about the
reversibility of the lesion. Finally, the proposed strategy for evaluating the potential of eye
irritation is very promising to evaluate ingredients and cosmetic products, since it is possible
to evaluate the possible damages that they can cause in the conjunctiva and in the cornea by
different toxicological mechanisms, thereby predicting the ocular safety of those products.

Keywords: eye irritation, alternative methods, cosmetics, HET-CAM, BCOP, histhopatology
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7.  Ftroduciio



Considerando que o produto cosmetico é de livre acesso ao consumidor e que,
principalmente, os produtos para cabelos, rosto e area dos olhos podem acidentalmente entrar
em contato com os olhos, ocasionando sinais de irritacdo, é necessario garantir a seguranca
desses quando em contato com os olhos, ou seja, devem ser aprovados em testes de irritacao
ocular (ANVISA, 2012).

Durante muitos anos, o potencial de irritacdo ocular de produtos quimicos foi avaliado,
principalmente, pelo teste de Draize (DRAIZE et al., 1944), o qual envolve a instilacdo de
substancias no saco conjuntival de coelhos e a observacao de alteracGes na conjuntiva, na iris
e na coérnea. Entretanto, devido a questBes éticas envolvendo o uso de animais de
experimentacdo, observa-se que nas Ultimas décadas houve grandes investimentos no
desenvolvimento e validacdo de métodos alternativos in vitro, que tém como objetivo prever
as respostas a irritacdo ocular observadas no teste de Draize (ESKES et al., 2005, ICCVAM,
2006a,b).

O uso de testes em animais para avaliacdo da eficicia e seguranca de produtos
cosméticos, bem como a comercializacdo destes e de suas matérias-primas que tenham sido
testadas em animais foram proibidos na Comunidade Europeia (EC, 1976, 2003, 2013). No
Brasil, o Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) estabeleceu
prazo até 2019 e 2021 (BRASIL, 2014, 2016) para a substituicdo obrigat6ria de alguns testes
realizados em animais por métodos alternativos reconhecidos e validados pela Organisation
for Economic Co-operation and Development (OECD), e dentre eles estdo os testes de
irritacdo ocular, que foi o objeto de interesse do presente estudo.

A irritacdo ocular geralmente envolve mais de um mecanismo de toxicidade, sendo
que somente um ensaio in vitro, que estuda apenas um ou dois desfechos, eventos ou
endpoints ndo é suficiente para uma completa predicdo da seguranca ocular do produto. Dessa
forma, o ideal € a combinacdo de varios métodos alternativos dentro de uma estratégia de
ensaio para a avaliacdo do potencial de irritagdo ocular de um determinado produto ou
substéancia (SCOTT et al, 2010).

Atualmente, o ensaio de Hen’s Egg Test — Chorioallantoic Membrane (HET-CAM) e
0 ensaio de permeabilidade e opacidade de cornea bovina (BCOP, do inglés Bovine Corneal
Opacity and Permeability) constituem métodos alternativos ao uso de animais para avaliagcdo
do potencial de irritacdo ocular.

O ensaio de HET-CAM, que fornece dados relacionados a eventos vasculares,
incluindo hiperemia, hemorragia e coagulacdo, mimetiza a conjuntiva do olho (ICCVAM,

2006b), e tem por objetivo avaliar semiquantitativamente o potencial irritante de um produto



quimico sobre a membrana cério-alantdide (CAM) de ovo embrionado de galinha por meio da
observacgdo dos efeitos irritantes sobre a mesma imediatamente apds a aplicagdo do produto
quimico puro ou diluido (LUEPKE, 1985; LUEPKE; KEMPER, 1986). As vantagens desse
teste é que ele é simples, rapido, de facil manipulacéao e relativamente de baixo custo.

O ensaio de BCOP utiliza cdrneas isoladas dos olhos de bovinos recém-abatidos, 0s
quais sdo descartados pelo abatedouro. As substancias avaliadas sdo aplicadas na superficie
do epitélio da cérnea e os danos causados pelas mesmas sdo avaliados pelas alteracdes de
opacidade e de permeabilidade da cornea. Ambas as medidas sdo utilizadas para calcular o
escore de irritagdo, que é usado para atribuir uma classificacdo quanto ao grau de irritacdo
ocular in vitro do produto quimico testado para a previsao do seu potencial de irritagdo ocular
in vivo (OECD, 2013).

Além disso, a avaliacdo histopatologica das corneas utilizadas no ensaio de BCOP
pode ser uma ferramenta Gtil na identificacdo de danos nas camadas da cornea que nédo
apresentaram valores significativos de opacidade e/ou permeabilidade, avaliando-se o grau e a
profundidade dos danos (OECD, 2016), permitindo, com isso, discriminar entre irritantes
leves e moderados (CATER; HARBELL, 2006).

Os tensoativos sdo componentes importantes na formulagdo de produtos
cosméticos e de higiene, como shampoos, sabonetes e cremes em geral, devido as suas
caracteristicas de diminuir a tensdo interfacial entre liquidos imisciveis, emulsificacéo,
detergéncia e outras. O lauril sulfato de sodio (LSS) ou dodecil sulfato de sodio (SDS, do
inglés sodium dodecyl sulfate), o lauril éter sulfato de sédio (LESS) e o cocoilglutamato de
sodio sdo tensoativos anidnicos, 0s quais ja sdo conhecidos por sua irritabilidade cutanea
(EFFENDY; MAIBACH, 1996), porém sdo amplamente empregados em shampoos, cremes
emolientes, dentre outros, devido as suas propriedades detergente, espumante, emulsificante e
solubilizante. O polissorbato 20 e o capriloil/caproil metil glucamida (CCMG) sdo tensoativos
ndo ibnicos e hidrofilicos, considerados mais suaves por ter baixo potencial irritante e sdo
usados para obter emuls6es do tipo 6leo em agua (O/A), como cremes hidratantes e produtos
de limpeza facial, além de serem utilizados como cotensoativos em shampoos. Ja o
cocoamidopropilbetaina € um tensoativo anfotero supostamente menos agressivo que 0S
aniobnicos e, por isso, utilizado em combinagdo para melhorar a suavidade do produto, além de
ter um alto poder de limpeza e de espuma (CORAZZA et al., 2010; CORREA, 2012).

Os silicones sdo polimeros formados por atomos de silicio e oxigénio, quimicamente
inertes, que permitem combinagBes com outras substancias sem perderem as suas

caracteristicas. Por isso, eles sdo largamente empregados na fabricacdo de produtos para o



cabelo, rosto e corpo, principalmente por conferir toque seco, maciez e um sensorial
agradavel apds a aplicacdo do produto. O dimeticone apresenta propriedade antiespumante,
reducdo da sensacdo de oleosidade e pegajosidade, boa espalhabilidade e rapida secagem
quando aplicado & pele, sendo utilizado em cremes, shampoos e condicionadores (CORREA,
2012). J& o ciclopentasiloxano é um silicone volatil que apresenta bom efeito condicionador
para os cabelos e acdo emoliente para a pele, baixa pegajosidade e toque seco, também
presente em cremes, demaquilantes, mascara para cilios e condicionadores (JOHNSON et al.,
2011).

Assim, o presente estudo é grande importancia, pois avaliou o potencial de irritacdo
ocular de substéncias frequentemente utilizadas na fabricacdo de shampoos, demaquilantes e
produtos para a area dos olhos por meio dos testes alternativos a experimentacdo animal,
visando propor uma estratégia para a substituicdo do teste de Draize, principalmente para
substancias com baixo potencial de irritagdo ocular, contribuindo, assim, para proposi¢édo de
novas estratégias para a avaliacdo do potencial de irritacdo ocular de ingredientes cosméticos.






2.1 O olho humano

Os olhos sdo orgdos que refratam e focalizam raios luminosos que incidem sobre
os fotorreceptores da parte posterior do olho resultando na formagédo das imagens.

O globo ocular e fibrovascular e € composto por trés camadas concéntricas: a
tunica fibrosa, a tunica vascular e a tunica neuroectodérmica. A tdnica fibrosa é a camada
mais externa do olho, composta da cornea e da esclera. A tunica vascular (ou Uvea) €
intermediaria e compreende a coroide, o corpo ciliar e a iris. A tdnica neuroectodérmica é
a camada mais interna e é composta pela retina, que contém fotorreceptores e esta
conectada ao sistema nervoso central (Figura 1) (VAN De GRAAF, 2003).

Figura 1 — Anatomia do olho humano mostrando as suas diferentes estruturas (A) e a conjuntiva
ocular (B)
A) B)
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Fonte: Adaptado de http://retinaportugal.org.pt/wordpress/funcionamento-do-olho/

A cérnea é uma superficie transparente e ndo vascularizada do olho e é composta
de cinco camadas: o epitélio, a membrana de Bowman, o estroma, a membrana de
Descemet e o endotélio (Figura 2). O epitélio é composto de células epiteliais ndo
cornificadas com alta atividade mitética (DANIELS et al., 2001). Essa camada serve
como uma barreira para patégenos e ajuda a manter o estroma em um nivel adequado de
hidratacdo através das juncGes celulares que estdo presentes em grande niumero. A
membrana de Bowman, que separa o estroma do epitélio, é uma fina camada com
auséncia de células e composta de colageno formando uma rede fina de fibrilas. O
estroma é a camada mais espessa e é responsavel pela integridade estrutural da cérnea. O
colageno, produzido pelos queratinocitos do estroma, é estruturado de forma organizada,
o que é fundamental para manter a transparéncia da cornea (MEEK; BOOTE, 2004). A
membrana de Descemet, que separa o estroma do endotélio, é acelular e composta por
colageno secretado pelas células endoteliais. O endotélio, localizado entre a membrana
de Descemet e 0 humor aquoso, é composto por uma camada Unica de células, as quais

apresentam um baixissimo potencial de autorrenovagdo (LOTZ et al., 2016).



Figura 2 — Histologia da cérnea humana demonstrando as suas diferentes camadas
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Fonte: Adaptado http://medicosdofuturo.blogspot.com.br/p/distrofia-fuch.html

A esclera é constituida de fibras elasticas e colagenas ligadas firmemente entre si,
as quais conferem forma ao globo ocular, protecdo as suas estruturas internas e produzem
a cor branca e opaca observada no globo ocular. A esclera é avascular, mas contém
receptores sensitivos para dor (VAN De GRAAF, 2003).

A conjuntiva € uma membrana mucosa que cobre a superficie exposta da esclera
(conjuntiva bulbar) e a superficie interna das palpebras (conjuntiva palpebral) (Figura 1).
A conjuntiva contém vasos sanguineos, nervos, glandulas e células inflamatorias. Assim,
quando ocorre uma resposta inflamatéria na conjuntiva, ha dilatacdo dos vasos
sanguineos, extravazamento de fluidos e de células (ICCVAM, 2006a,b).

A camada intermedidria do globo ocular € extremamente importante para a
regulacdo do sangue e barreiras de permeabilidade ocular, manutencdo da pressdo
intraocular no humor aquoso e drenagem do fluido ocular. E importante notar que
alteracdes de qualquer destas caracteristicas (por exemplo, edema, destruicdo celular,
vascularizacdo, proliferacdo celular) podem causar opacidade da cérnea e perda da sua
funcdo (PARISH, 1985; VAN De GRAAF, 2003).

2.2 Irritacdo ocular e classificacdo GHS

Segundo Maurer e colaboradores (2002) e Jester (2006), existem quatro mecanismos
de acdo que levam a irritacdo ocular: lise da membrana celular, saponificacdo, coagulacéo e
acoes em macromoléculas. A lise da membrana esta relacionada a ruptura da integridade da
membrana que pode ocorrer apos a exposi¢ao desta a um produto quimico irritante como, por
exemplo, um tensoativo. A coagulacdo é a precipitacdo ou desnaturacdo de macromoléculas,

principalmente proteinas, caracteristica da exposi¢do a acido, base ou solvente organico. Ja a



saponificacdo é a degradacdo dos lipideos por agdo alcalina, gerando alguns sinais exteriores
semelhantes a lise da membrana e a coagulagdo, mas a sua acdo tende a ser progressiva
através do tecido com o passar do tempo. Por fim, acdes sobre macromoléculas sdo geradas
quando substancias quimicas (ex.: perdxidos, oxidantes) reagem com componentes celulares
ou organelas por meio de reacdo de alquilagdo ou ataque oxidativo a proteinas essenciais ou
acidos nucleicos, por exemplo, podendo ou néo levar a lise ou coagulacao.

Para garantir a seguranca dos consumidores, todos 0s produtos quimicos devem ser
rotulados com informacdes pertinentes ao seu tipo e ao seu perigo, comunicando-0s aos
usuérios por meio de simbolos e frases nos rotulos e nas fichas de informagdes de seguranca
de produtos quimicos. No ambito do Sistema Globalmente Harmonizado de Classificacdo e
Rotulagem de Produtos Quimicos (GHS - Globally Harmonized System of Classification and
Labelling of Chemicals), desenvolvido pelas Nagdes Unidas (UN — United Nations), cujo
objetivo é padronizar e harmonizar a classificacdo e a rotulagem de substancias quimicas e
misturas, as mesmas sdo classificadas da seguinte maneira (UN, 2015):

e Categoria 1: irritantes severos ou corrosivos — efeitos oculares irreversiveis
e Categoria 2/2A: irritantes — efeitos oculares reversiveis em 21 dias

e Categoria 2B: irritantes leves — efeitos oculares reversiveis em 7 dias

e Sem Categoria ou Nao Classificado: ndo irritantes

Em principio, esse sistema incentiva o uso de informac@es a partir de métodos que nédo
utilizem animais, no entanto, a definicdo atual das categorias de irritacdo ocular é baseada no
teste de Draize.

2.3 Contextualizacéo do teste de Draize

Em 1933, uma mulher de 38 anos ficou cega ap0s ter desenvolvido uma reacdo
severa que evoluiu para ceratite bilateral e eventual cicatrizacdo da cornea. Essa reacdo
foi consequéncia do uso da mascara para cilios Lash-Lure, um produto composto por
derivado de alcatrdo de carvdo e para-fenilenodiamina, que podem causar blefarite
alérgica, ceratoconjuntivite toxica e ceratite bacteriana secundaria (WILHELMUS, 2001).

Esse caso, dentre tantos outros, estimulou os paises a criarem agdes regulatorias
para que a segurancga dos consumidores fosse garantida. O Congresso dos EUA aprovou
uma legislagdo, a Federal Food, Drug e Cosmetic Act de 1938, que ampliou o controle
regulatorio para cosméticos. Esta legislacdo exigia que os fabricantes avaliassem a

seguranca dos produtos antes de comercializa-los (WILHELMUS, 2001).



Foi nesse contexto que o teste de Draize (DRAIZE et al., 1944) foi desenvolvido
pelo farmacologista da FDA, John H. Draize, com o propoésito de garantir a seguranca
tanto de produtos cosméticos como de outros produtos, como inseticidas e antissepticos.
Esse teste foi adotado pela OECD em 1981 com o test guideline (TG) 405, o qual sofreu
algumas alteracdes ao longo dos anos, sendo que a ultima versédo foi publicada em 2012.

O teste de Draize consiste na instilacdo do produto teste, em uma Unica dose, no saco
conjuntival do olho de coelho albino. O grau da lesdo ocular é avaliado pontuando as les6es
na cornea (opacidade, densidade, ulceracdo), na iris (intensidade das rugas, congestdo,
inchaco, hiperemia, hemorragia, reacdo a luz), na conjuntiva (vermelhiddo e difusdo dos
vasos) e nas palpebras (inchago/edema nas palpebras). A duracdo do estudo deve ser
suficiente para avaliar a reversibilidade ou irreversibilidade dos efeitos. A classificacdo GHS
baseia-se nos escores medios obtidos nos dias 1, 2 e 3 apds a exposicdo a substancia teste e a
reversibilidade ou irreversibilidade dos efeitos sdo observados por até 21 dias. (OECD, 2012).

Por um lado, esse teste apresenta 0s seguintes pontos positivos: demonstracao de todos
0s possiveis mecanismos de acdo que geram lesdes oculares graves e reaces de irritacao
ocular presentes nos olhos de coelhos; pode identificar todas as classes de substancias (GHS
sem categoria, categoria 1, categoria 2A e B); e deteccdo de reversibilidade e/ou a persisténcia
dos efeitos (Draft GD on IATA for Eye Hazard Potential, OECD, 2016).

Por outro lado, existem varios pontos negativos desse teste, tais como (Draft GD on
IATA for Eye Hazard Potential, OECD, 2016):

e teste ndo validado formalmente;
e para certos produtos quimicos (por exemplo, sélidos, pegajosos), o piscar pode causar
danos mecanicos, contribuindo para um grau mais elevado de irritacéo;
e 0 tipo de exposicao animal ndo reflete o cenario de exposi¢do acidental humana;
o diferencas na fisiologia e sensibilidade aos produtos quimicos entre os olhos de
coelho e os olhos humanos;
e 0 teste pode ser muito doloroso para os coelhos;
e baixa reprodutibilidade que pode ser devido a:
o subjetividade nas pontuacfes das lesdes oculares;
o duracdo ndo clara e quantidade de exposi¢do do produto teste nos olhos de coelho,
gue pode variar dependendo das propriedades do produto quimico (sélido, pasta
ou liquido), bem como do reflexo de piscar e lacrimejar do animal,

o possibilidade de superestimar ou subestimar os resultados.
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Um levantamento realizado por pesquisadores ligados ao ECVAM / JRC (European
Centre for the Validation of Alternative Methods / Joint Research Centre) (ADRIAENS et
al., 2014) avaliou quais eram 0s principais eventos associados ao teste de Draize
publicados em artigos na literatura e a variabilidade desse ensaio. Levando em consideracéo
apenas a variabilidade intra ensaio, pelo menos 11% dos produtos quimicos classificados,
pelo teste de Draize, como GHS categoria 1 poderiam ser igualmente identificados como
Categoria 2, e cerca de 12% dos classificados como Categoria 2 poderiam ser igualmente
identificados como produtos quimicos sem categoria. J& quando a variabilidade inter
ensaio foi considerada, a concordancia foi de 65,2% para 0s produtos quimicos
classificados como apenas Categoria 2. Contudo, quando as Categoria 2A e Categoria 2B
foram consideradas separadamente, a concordancia observada foi de 56,5%. Além disso,
outro artigo indicou que a concordancia da ocorréncia do mesmo evento (por exemplo,
alteracbes na conjuntiva e na cornea) para classificagdo da mesma substancia por
diferentes laboratorios, foi de apenas 39,1% para o0s produtos quimicos avaliados
(BARROSO et al., 2016).

A Ultima atualizacdo do teste de Draize recomenda uma analise apurada dos dados
existentes (weight-of-evidence) do produto em estudo, e envolve a utilizacdo prévia de
métodos que ndo utilizam animais, a fim de assegurar a necessidade ou ndo do teste em
animais. Ou seja, se um produto for considerado irritante severo ou corrosivo, ou ndo irritante
em um ensaio in vitro que seja capaz de distinguir essas classes de irritacdo, ele ndo podera
ser avaliado no olho de coelho (OECD, 2012).

Recentemente, a OECD disponibilizou um documento de orientacdo, complementar ao
TG 405, sobre Abordagens Integradas para Avaliacdo de Testes (IATA, do inglés Integrated
Approaches for Testing Assessment) para danos oculares (Draft GD on IATA for Eye Hazard
Potential, OECD, 2016). Esta versdo, ainda ndo foi finalizada, mas ja propGe diversas etapas
de avaliacédo do potencial de irritagdo ocular de uma substancia, incluindo a citacdo de alguns
métodos alternativos in vitro ja validados ou em processo de validacdo, dentro da estratégia de

ensaio antes de se considerar 0 ensaio em animais Vivos.

2.4 Métodos alternativos para a avaliacdo do potencial de irritacédo ocular

Uma vez que, o teste de Draize tem sofrido diversas criticas em relacdo a metodologia,
reprodutibilidade, relevancia dos resultados, e ainda questdes éticas envolvendo o uso de
animais de experimentacdo (WILHELMUS, 2001; ADRIAENS et al., 2014), nas ultimas

décadas houve grande investimento para o desenvolvimento e validacdo de metodos
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alternativos in vitro, que tém como objetivo prever as respostas a irritacdo ocular observadas
no teste de Draize (ESKES et al., 2005, ICCVAM, 2006a,b, LOTZ et al. 2016).

O desenvolvimento de novos metodos para avaliar o potencial de irritacdo ocular tem
como fundamento o Principio dos 3 R’s baseado no conceito proposto por William Russell
e Rex Burch publicado no livro Principles of Humane Experimental Technique (1959),
cujos “R’s” sdo as iniciais das palavras Reduction (reducéo), Refinement (refinamento) e
Replacement (substituicédo).

A reducdo tem como objetivo obter a mesma informacdo ou maximizacdo da
informacdo obtida por animal, reduzindo, com isso, 0 nimero de animais utilizados em
pesquisas. O refinamento é a promocéao do alivio ou a minimizacdo da dor, sofrimento ou
estresse do animal. Ja a substituicdo € o emprego de um método cientifico que ndo use
animais vertebrados vivos e que consiga, assim, predizer as respostas adequadas para 0s
pardmetros estudados. Enquanto a reducdo e o refinamento sdo estabelecidos a curto
prazo, a substituicdo ainda é um grande desafio a ser vencido a longo prazo por meio de
estratégias que contemplem métodos que ndo utilizem animais e que permitam a
extrapolacdo dos dados para os seres humanos.

Na Comunidade Europeia, foi proibido o uso de ensaios em animais para avaliacdo da
eficacia e seguranca de produtos cosméticos, bem como a comercializagdo destes e de suas
matérias-primas que tenham sido avaliados em animais (EC, 1976, 2003, 2013). Mais
recentemente, em 2014, no Brasil, o Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo
Animal (CONCEA), por meio das Resolu¢6es Normativas 17, 18 e 31, estabeleceu prazo até
2019 e 2021 (BRASIL, 2014, 2016) para a substituicdo obrigatoria de alguns testes realizados
em animais por métodos alternativos reconhecidos e validados pela OECD, dentre os quais
estdo os testes de irritacdo ocular, que foi 0 objeto de interesse do presente trabalho.

Como a irritacdo ocular geralmente envolve mais de um mecanismo de toxicidade, e
ndo existe, até 0 momento, um Gnico método alternativo que substitua o teste de Draize para
uma completa predigdo da seguranca do produto, o ideal & a combinacdo de varios métodos
alternativos dentro de uma estratégia de ensaio. A estratégia envolve inicialmente a obtencéo
de informacgdes j& existentes na literatura, como propriedades fisico-quimicas, dados
histéricos em animais e em humanos, seguida pelos testes in vitro (McNAMEE et al., 2009;
OECD, 2012).

Uma estratégia de ensaio, combinando diferentes métodos alternativos, pode ser
dividida em dois tipos de abordagem: Top-Down e Bottom-Up. A primeira é usada quando a

substancia teste apresenta evidéncias de ter um alto potencial de irritacdo ocular (GHS
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categoria 1), enquanto que o Bottom-Up é executado quando a substéncia teste apresenta
indicios de ter um potencial baixo potencial irritante (GHS categoria 2) ou ndo ser irritante
(GHS sem categoria) (SCOTT et al, 2010). Esse tipo de estratégia vem sendo seguida e
aperfeicoada deste entdo (Draft GD on IATA for Eye Hazard Potential, OECD, 2016).

Para que se tenha uma estratégia de ensaio bem delineada deve-se langar mao de
ensaios que sdo validados e reconhecidos pela OECD, bem como daqueles que ainda néo
foram validados, mas sdo considerados validos, ou seja, sdo descritos na literatura cientifica
como sendo adequados para determinada avaliacdo. Atualmente, existem poucos ensaios,
validados pela OECD, para avaliar o potencial de irritagdo ocular (Tabela 1) e todos eles
conseguem distinguir com exatiddo apenas se uma substancia € irritante severo/corrosivo
(GHS categoria 1) ou ndo irritante (GHS sem categoria). Além desses métodos, existem
outros em estudo e/ou em processo de validacdo (Tabelal) para avaliar o potencial de
irritacdo ocular e, alguns destes, propde distinguir as substancias moderada ou levemente
irritantes (GHS categoria 2) das demais, como por exemplo, 0 modelo de hemi-cornea 3D

(modelo de cornea humana reconstituida contendo epitélio e estroma).
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Tabela 1 - Métodos alternativos validados e aceitos pela OECD ou em processo de validagdo para
avaliar o potencial de irritacdo ocular

Meétodos validados Métodos em processo de validacdo

Teste de permeabilidade e opacidade de Teste da membrana cério-alantéide de ovo de
cornea bovina (Bovine Corneal Opacity galinha (HET-CAM)

Permeability, BCOP) — OECD TG 437

Teste do olho isolado de galinha (Isolated Ensaio da membrana cdrio-alantdide vascular
Chicken Eye, ICE)- OECD TG 438 (CAMVA)

Teste in vitro de curta duracdo (Short Ensaio de opacidade / reversibilidade da
Time Exposure, STE, in vitrotest) — cornea porcina (PorCORA)

OECD TG 491

Modelo de epitélio de cornea humana Teste de células vermelhas do sangue (RBC)

reconstituida  (Reconstructed  Human
Cornea-like Epithelium, RhCE) - OECD
TG 492

Teste de Permeacdo de Fluoresceina Liberagdo de vermelho neutro (NRR)
(Fluorescein Leakage) — OECD TG 460

Cytosensor Microphysiometer

Ocular Irritection®

Teste do olho isolado de coelho (IRE)
Teste de irritagdo ocular ex-vivo (EVEIT)
Hemi-cornea 3D

Ensaio de irritacdo de mucosa de lesma (SMI)

Fonte: Adaptado de Draft GD on IATA for Eye Hazard Potential, OECD, 2016.

Dentre os métodos propostos, consideramos que o ensaio de Hen’s Egg Test —
Chorioallantoic Membrane (HET-CAM) e o ensaio de permeabilidade e opacidade da cérnea
bovina (BCOP) em combinacdo com o estudo histopatoldgico destas corneas constituem uma
estratégia promissora para avaliacdo da toxicidade ocular sem utilizar animais de laboratorio e
que seja capaz de diferenciar as substancias entre suas categorias de irritacdo, ou seja,

irritantes severos, moderados, leves ou ndo irritantes.

2.4.1 HET-CAM
O ensaio de HET-CAM é um metodo que ainda esta em processo de validacao,
porém ele ja é aceito e usado em diversas empresas farmacéuticas, cosméticas e de

produtos de higiene da Comunidade Europeia e dos Estados Unidos, tendo como
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finalidade avaliar o potencial de irritagdo ocular de uma grande diversidade de
substancias ou produtos (ICCVAM, 2006b). Esse ensaio € um dos unicos que fornece,
especificamente, dados semiquantitativos relacionados a eventos vasculares, incluindo
hiperemia, hemorragia e coagulacdo, que podem ocorrer na membrana corio-alantoide
(CAM) de ovo embrionado de galinha ap0s a exposi¢do da substancia teste, simulando,
assim a conjuntiva do olho (LUEPKE 1985; LUEPKE; KEMPER 1986).

A hiperemia é caracterizada pelo aparecimento de novos capilares e pela dilatacao
dos capilares ja presentes na CAM, os quais se tornam mais vermelhos, podendo afetar os
vasos de maior diametro também. A hemorragia é caracterizada pela liberagdo de sangue
difuso dos vasos e/ou capilares, tendo diferentes aparéncias. J& a coagulacdo pode ser
caracterizada pela opacidade (aparéncia na totalidade ou parte da membrana) ou pela
trombose (ruptura do fluxo sanguineo nos vasos, resultando em uma aparéncia segmentada).

A CAM é uma membrana respiratéria vascularizada que envolve o embrido de
galinha em desenvolvimento, e é composta de 3 camadas: ectodérmica (epitélio),
mesodérmica (tecido conjuntivo e vasos sanguineos) e endodérmica (células escamosas).
Os vasos sanguineos que estdo presentes na camada mesodérmica contém eritrdcitos e
leuctcitos que estdo envolvidos na resposta inflamatéria apds a exposicdo a estimulos
externos (PARISH, 1985). Infere-se que os efeitos agudos induzidos por uma substancia
sobre os vasos sanguineos e proteinas desta membrana sdo semelhantes aos efeitos
induzidos pela mesma substancia no olho de um coelho tratado, ou seja, a CAM mimetiza
a conjuntiva ocular (LUEPKE 1985; LUEPKE; KEMPER 1986).

O ensaio de HET-CAM ¢ realizado no 10° dia de incubacdo do ovo de galinha, por
isso ele ndo é considerado um ensaio in vivo. Nesse periodo, a diferenciagdo embrionéria
do sistema nervoso central da galinha ndo é completa, consequentemente, é improvavel
que haja sofrimento através da percepcdo da dor. I1sso porque o embrido possui poucas
fibras sensoriais nesse periodo, sendo que o desenvolvimento das terminagdes nervosas
sensoriais ocorre apenas entre os dias 11 e 14 de incubagdo. Além disso, 0s sistemas
vasculares extraembrionarios, como por exemplo, o saco vitelino e a CAM, nédo sao
sensiveis a dor por ndo serem inervados (ICCVAM, 2006b).

Segundo a Associacdo Americana de Medicina Veterinaria (AVMA, 2013), 0s
embribes de galinha menores do que 13 dias de incubacdo sdo considerados incapazes de
sentir dor e, mesmo assim, eles devem passar por eutanasia no final do experimento,

atendendo a preceitos éticos. No caso do ensaio de HET-CAM, realizado no 10° dia de
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incubacdo, pode-se utilizar a eutanasia por hipotermia, na qual os ovos sdo colocados em
um congelador a -20 °C.

Por um lado, esse ensaio apresenta algumas limitacGes, como por exemplo, a
aplicacdo de substancias coloridas ou muito viscosas e a subjetividade na analise dos
resultados (ICCVAM, 2006b). Essa ultima foi amenizada, no presente estudo, utilizando-
se controles positivo e negativo, bem como um microscopio USB com aumento de até
200x para uma melhor visualizacdo da ocorréncia dos eventos vasculares nha CAM
(normalmente essa andlise era feita a olho nu).

Por outro lado, por tratar-se de um teste simples, rdpido, de facil manipulagdo e
relativamente de baixo custo, o0 HET-CAM tem sido usado como parte de estratégias de
ensaios (SCHEEL et al., 2011; HAYASHI et al., 2012) para avaliar o potencial irritante de
novas substancias ativas e de produtos acabados nas areas cosmética, farmacéutica e outras
(DARIO et al., 2016; PESCINA et al., 2016).

2.4.2 BCOP

O ensaio de BCOP é considerado um modelo organotipico, ou seja, € um 06rgao
inteiro isolado de um animal, que proporciona uma manutengdo em curto prazo da funcao
fisiolégica e bioquimica normal da cornea num sistema isolado in vitro
(CHAMBERLAIN et al., 1997). Esse ensaio ja é validado e reconhecido pela OECD
desde 2012, pelo TG OECD 437, para avaliar a irritagdo ocular de produtos quimicos. A
capacidade preditiva do ensaio de BCOP para a identificacdo de substancias muito
irritantes ou corrosivas (GHS Categoria 1) é de 78,5% de exatiddo, 86% de sensibilidade
e 74,6 de especificidade; enquanto que para a identificagdo de substancias nao irritantes
(GHS sem categoria), a exatiddo é de 69%, sensibilidade de 100% e especificidade de
31,5% em relacdo ao teste Draize (OECD, 2013).

Com isso, esse ensaio utiliza cdrneas isoladas dos olhos de bovinos recém-abatidos
(para fins alimenticios), os quais sdo descartados pelo abatedouro. Além disso, a cérnea
bovina é muito semelhante a cornea humana, sendo constituida das seguintes camadas (Figura
3): epitélio, membrana de Bowman pouco desenvolvida, estroma, membrana de Descemet e
endotélio. As principais diferengas entre a cornea humana e a cornea bovina séo a espessura e
0 numero de camadas de células epiteliais. A espessura da cornea humana é de
aproximadamente 0,5 mm, enquanto que a bovina é de aproximadamente 0,8 mm; o niUmero
de camadas de células epiteliais na cornea humana é em média 5, enquanto que na bovina é
em média 10-14 (ICCVAM, 2006a).
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Figura 3 - Histologia da cornea bovina demonstrando as suas diferentes camadas
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Fonte: Autoria propria.

Os pardmetros avaliados ap0ds a aplicacdo da substancia teste sobre a superficie da
cérnea sdo: opacidade (quantidade de transmissdo de luz através da cornea) e permeabilidade
(quantidade de corante fluoresceina de sédio que penetra nas camadas de células da cornea)
da cdérnea. A opacidade induzida por irritacdo da cdrnea indica desnaturacao/precipitacdo de
proteinas nas camadas epitelial ou no estroma e/ou inchago, vacuolizacdo ou danos nas
células do estroma (ESKE et al., 2005; ICCVAM, 2006a). Esse tipo de alteracdo na cornea é
um efeito adverso significativo que pode levar a perda de visdo. JA& 0 aumento da
permeabilidade da cérnea resulta de danos ao epitélio, cuja funcdo € de barreira. Com isso, as
medicdes sdo utilizadas para calcular o escore de irritacdo, que € usado para atribuir uma
classificacdo quanto ao grau de irritacdo ocular in vitro do produto quimico testado para a
previsdo do seu potencial de irritagdo ocular in vivo (OECD, 2013).

Esse ensaio é capaz de identificar corretamente as substancias quimicas e misturas que
ocasionam danos oculares graves e irreversiveis (GHS categoria 1), bem como aquelas que
ndo sao irritantes e, por isso, ndo necessitam de classificacdo para irritagdo ocular (GHS sem
categoria). No entanto, os produtos quimicos que ndo se encaixam nessas duas categorias, ou
seja, os irritantes que induzem lesdes oculares reversiveis (GHS categoria 2), ndo sdo
identificados de maneira especifica somente com a realizacdo deste teste, sendo necessaria a
execucdo de testes adicionais para estabelecer uma classificacdo exata e definitiva (OECD,
2013).

O ensaio de BCOP tem sido usado para avaliar a irritagdo ocular de diversos produtos,
como por exemplo, higiene pessoal e cosméticos (COOPER et al., 2001; DONAHUE et al.,
2011; FURUKAWA et al., 2015), materiais nanoparticulados (KOLLE et al., 2016), corantes
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téxteis (OLIVEIRA et al., 2015) e produtos de limpeza (CATER; HARBELL, 2013),
demonstrando a sua ampla aplicabilidade tanto na pesquisa cientifica académica quanto na

industria.

2.4.3 Histopatologia

Levando em consideracdo que o ensaio de BCOP ndo é sensivel para distinguir as
substancias moderadamente irritantes das levemente irritantes (GHS categoria 2), a avaliacao
histopatoldgica das corneas constitui-se uma ferramenta Gtil nessa identificacdo (CATER,;
HARBELL, 2006; OECD, 2016). Isso porque o estudo histopatoldgico é capaz de identificar
0s danos presentes nas camadas do tecido cdrneo que ndo apresentaram valores significativos
de opacidade e/ou permeabilidade, avaliando-se as alteracGes morfologicas da cornea, o grau
e a profundidade dos danos (COOPER et al., 2001; FURUKAWA et al., 2015; OLIVEIRA et
al., 2015).

Jester e colaboradores (1998) e Maurer e colaboradores (2002), ainda, inferem que a
histopatologia pode ser capaz de predizer se o dano é reversivel ou ndo. Eles verificaram que,
para varias substancias quimicas, a profundidade da lesdo, nas primeiras horas ap0s a
exposicao, pode ser preditiva do grau e duracdo de possiveis lesbes oculares. Apenas 0 dano
epitelial, na cornea do coelho, estd associado a recuperacdo desta camada desde que a lamina
basal ndo tenha sido afetada. Ja leses mais profundas, abrangendo o estroma e, até mesmo, o
endotélio tém consequéncias mais graves e, até mesmo, irreversiveis.

Uma vez que, no ensaio de BCOP, as substancias teste sdo aplicadas topicamente no
epitélio da cornea bovina, a avaliacdo das alteracbes no tecido das cOrneas € realizada
iniciando-se pela camada mais superficial do epitélio escamoso, avancando para as camadas
mais profundas, até o endotélio. A profundidade da lesdo depende da penetracdo da substancia
quimica na cérnea e do potencial toxico que a mesma pode induzir (OECD, 2016).

Desta forma, a histopatologia torna-se uma ferramenta bastante Gtil quando associada
ao ensaio de BCOP pelas seguintes razdes: para as avaliacdes de risco, para determinar se as
alteracfes induzidas na cornea, pelo produto teste, sdo evidentes e, na presenca de tais
alteraces, a profundidade e o grau destas s@o pertinentes. Além disso, a histopatologia pode
elucidar as alteracdes celulares e estruturais associadas com os aumentos de opacidade e da
permeabilidade a fluoresceina, ou, ainda, proporcionar evidéncias de lesdes na cornea que nao

foram detectadas apenas pelos parametros do BCOP (OECD, 2016).
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Assim, apesar de ndo existir um modelo preditivo reconhecido pela OECD para esta
avaliacdo, considera-se importante a utilizacdo dessa técnica para complementar o ensaio de
BCOP.

2.5 Tensoativos

Os tensoativos sdo compostos organicos constituidos de um grupo apolar (cauda
lipofilica) e outro grupo polar (cabeca hidrofilica) (Figura 4), o que confere a eles
solubilidade tanto em solventes organicos quanto em agua e a habilidade de modificar a
interface entre dois liquidos imisciveis (RIEGER, 2000) e, portanto tem a propriedade de
formar micelas, estabilizar emulsdes e ainda tem poder de detergéncia. Os tensoativos
sdo componentes importantes na formulacdo de produtos cosméticos e de higiene, como

shampoos, sabonetes e cremes em geral.

Figura 4 — Representacdo de uma molécula de tensoativo

Grupo apolar Grupo polar

Os tensoativos sdo classificados de acordo com a carga presente na parte
polar/hidrofilica da molécula em quatro grupos: anidnico, catidnico, anfotero e ndo
idnico.

Os tensoativos anidnicos possuem uma carga negativa no seu grupamento polar
guando em solucdo aquosa. Eles tém um alto poder de limpeza, propriedade molhante,
espumante, emulsificante, solubilizante e caracteristica desinfetante moderada, e sédo
comumente utilizados como tensoativos primarios nos produtos de limpeza (CORAZZA
et al., 2010; CORREA, 2012). No entanto, esses agentes sdo considerados potentes
irritantes para a pele. No presente trabalho, foram estudados 3 desses tensoativos (Figura
5): o lauril sulfato de sodio ou dodecil sulfato de sédio (SDS), que € bastante conhecido
guanto a sua toxicidade cutanea e ocular, porém ainda é utilizado em baixas concentra¢des
(até 1%) em formulacgdes enxaguaveis (CIR, 1983); o lauril éter sulfato de sodio (LESS), um
dos tensoativos anidnicos mais usados em shampoos por ser considerado menos agressivo que
0 SDS, pois apresenta grupos etoxilados em sua estrutura molecular que aumentam a sua
afinidade pela agua, facilitando, assim, a eliminacdo do produto ap0s 0 seu enxague; € O
cocoilglutamato de sédio (CGS), derivado da sintese de aminoacido e 6leo de coco, ele ¢

considerado um tensoativo anidénico mais suave por causa menor irritabilidade.
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Figura 5 — Estrutura quimica dos tensoativos anidnicos estudados

COR
HN

o O : /Q\ - .
// HOOC COO Na
~

SO
O Na

\/

0
Cocoil glutamato de sodio (CGS)
Dodecil sulfato de sodio (SDS) COR representa o acido graxo derivado do dleo de coco

W /\+()H() 1\|

Lauril éter sulfato de sodio (LESS)

Os tensoativos anfoteros apresentam tanto caracteristicas aniénicas quanto catiénicas,
de acordo com o pH do meio em que estdo solubilizados (CORREA, 2012). Os representantes
desse grupo sdo supostamente menos agressivos que 0s anidnicos e, por isso, sdo utilizados
em combinacdo para melhorar a suavidade do produto, além de terem um alto poder de
limpeza e de espuma, doador de viscosidade, atividade antimicrobiana moderada e
compatibilidade com diferentes pHs. Eles sdo largamente empregados em produtos
cosmeéticos e de higiene, como solugdes de limpeza, hidratante corporal com enxéague, gel de
banho, shampoos, produtos de barbear, dentre outros (CORAZZA et al., 2010). O
representante estudado dessa classe foi a cocoamidopropilbetaina (CAB) (Figura 6), por estar
presente em grande parte das formulagfes cosméticas e ser compativel com as outras classes

de tensoativos.

Figura 6 — Estrutura quimica do tensoativo anfétero cocoamidopropilbetaina (CAB)
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Ja os tensoativos ndo ibnicos ndo apresentam carga elétrica no grupamento hidrofilico,
tem baixo poder de limpeza e de espuma, além de uma baixa toxicidade e, por isso, s&o
considerados 0s tensoativos mais suaves. Esses compostos séo utilizados como cotensoativos
e espessantes em shampoos e como emulsionantes em cremes hidratantes e logOes de limpeza
facial (CORAZZA et al., 2010; CORREA, 2012). Os representantes estudados dessa classe
foram o capriloil/caproil metil glucamida (CCMG, GlucoTain Clear®, Clariant) (Figura 7), o
qual tem proposta de ser mais suave / menos irritante nas formulacGes cosmeéticas e de
higiene, e, ainda, o polissorbato 20 (Figura 7), que, apesar de ndo ser tdo empregado nos

produtos cosméticos e de higiene quando comparado aos outros tensoativos, ele foi utilizado
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como um padréo dessa classe, pois este tensoativo apresenta mais dados de toxicidade ocular
descritos na literatura (HAYASHI, 2012; OECD, 2013).

Figura 7 — Estrutura quimica dos tensoativos ndo iénicos estudados

OH

Polissorbato 20
O OH OH

H.,
[§] OH
N
v i 7 ‘ OH OH
HO Glucamida

2.6 Silicones

Os silicones sdo compostos semiorganicos que apresentam em sua cadeia principal o
silicio combinado, principalmente, com o oxigénio (Figura 8). Por serem polimeros
guimicamente inertes, os silicones permitem combina¢fes com outras substancias sem perder
as suas caracteristicas. Além disso, esses compostos apresentam alta estabilidade térmica,
baixa tensdo superficial, compatibilidade bioldgica e propriedades emolientes, tornando-os

alvo de interesse da industria quimica, farmacéutica e cosmética (CORREA, 2012).

Figura 8 — Estrutura quimica geral dos silicones
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O dimeticone é uma mistura de polimeros lineares de siloxanos metilados e fechados
com unidades de trimetilsiloxanos nas extremidades (Figura 9). Esse silicone apresenta
propriedade antiespumante, reducdo da sensacdo de oleosidade e pegajosidade, boa
espalhabilidade e rapida secagem quando aplicado a pele. O dimeticone é utilizado em
diversos cosméticos como cremes, shampoos, condicionadores e p6é compacto para
maquiagem (CORREA, 2012).
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Figura 9 — Estrutura quimica dos silicones estudados: dimeticone e ciclopentasiloxano
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O ciclopentasiloxano é um silicone volatil composto por 5 grupos dimetilsiloxano em
seu ciclo (Figura 9). Esse silicone apresenta as seguintes caracteristicas: bom efeito
condicionador para os cabelos e acdo emoliente para a pele, baixa pegajosidade, toque seco e
pouco efeito residual sob o local de aplicacdo. O ciclopentasiloxano estad presente em
formulagBes cosméticas como, por exemplo, cremes, demaquilantes, méscara para cilios e
condicionadores (JOHNSON et al., 2011).

Tanto o dimeticone quanto o ciclopentasiloxano sdo considerados com baixo
potencial irritante em estudos in vivo, porém ndo ha dados relacionados com estudos
utilizando métodos alternativos. Dessa forma, eles foram selecionados para serem avaliados
pelos métodos propostos no presente trabalho para compor a estratégia de avaliacdo do

potencial de irritacdo ocular.
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3.1 Objetivo geral

Propor uma estratégia para a avaliacdo do potencial de irritacdo ocular de alguns

tensoativos e silicones utilizados na fabricacdo de produtos cosméticos para o cabelo

(shampoos), area dos olhos e rosto (demaquilantes e cremes), utilizando métodos alternativos

a experimentacgdo animal.

3.2 Objetivos especificos

Avaliagdo do potencial de irritagdo ocular, por meio dos ensaios de HET-CAM e BCOP,
dos tensoativos dodecil sulfato de sddio (SDS), lauril éter sulfato de sdédio (LESS),
polissorbato 20, cocoilglutamato de sodio (CGS), cocoamidopropilbetaina (CAB) e
capriloil/caproil  metil glucamida (CCMG) e dos silicones dimeticone e
ciclopentasiloxano;

Avaliacgdo histopatologica das corneas utilizadas no ensaio de BCOP;

Classificacao das substancias teste quanto a toxicologia ocular;

Proposicdo de uma estratégia que contemple diferentes métodos para a avaliacdo do

potencial de irritagcdo ocular.
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4.1 Material

4.1.1 Ingredientes cosméticos

Capriloil/Caproil Metil Glucamida (CCMG, INCI name: Capryloyl / Caproyl Methyl
Glucamide), GlucoTain® Clear, Clariant, Alemanha (de pureza: 50%)

Ciclopentasiloxano (INCI name: Ciclopentasiloxane), Xiameter® PMX-245 Dow
Corning, Reino Unido (pureza: 90-100%)

Cocoamidopropilbetaina (CAB, INCI name: Cocamidopropyl Betaine), Genagen® CAB-
CM, Clariant, Brasil (pureza: 29-31%)

Cocoilglutamato de sédio (CGS, INCI name: Sodium Cocoyl Glutamate), Hostapon®
CCG, Clariant, Brasil (pureza: 33%)

Dimeticone (INCI name: Dimethicone), Xiameter® PMX-200 Silicone Fluido 50 CST,
Dow Corning, EUA (pureza: 100%)

Lauril éter sulfato de sodio (LESS, INCI name: Sodium Laureth Sulfate), Synth, Brasil
(pureza: 26-28%)

Lauril sulfato de sédio ou dodecil sulfato de sédio (SDS, INCI name: Sodium Lauryl
Sulfate), Synth, Brasil (pureza: 90%)

Polissorbato 20 (INCI name: Polysorbate 20), Tween 20®, USB Corporation, EUA
(pureza 100%)

Tabela 2 — Descri¢do dos ingredientes cosméticos relacionando o seu tipo, a sua classificagdo GHS

para irritacdo ocular e o seu valor de pH

Ingrediente Classificagéo pH*

cosmético Tipo GHS*

SDS Tensoativo anidnico Categoria 1 7-10
LESS Tensoativo anidnico Categoria 2A 7-9
CGS Tensoativo anidnico Categoria 2B 55-7
CAB Tensoativo anfétero Categoria 1 4-5
CCMG Tensoativo ndo ibnico Categoria 1 8-95
Polissorbato 20 Tensoativo ndo ibnico Sem categoria 6-8
Dimeticone Silicone ndo volatil Sem categoria -
Ciclopentasiloxano Silicone volatil Sem categoria -

*Basead0 na Ficha de Seguranca do Produto Quimico (FISPQ)
- Sem informagéo
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4.1.2 Reagentes

Agua deionizada

Alcool absoluto, Merck, Alemanha

Alcool etilico, PA, Synth, Brasil

Cloreto de sddio, Synth, Brasil

Eosina

Fluoresceina de sodio

Formaldeido, Merck, Alemanha

Hematoxilina de Harris

Meio de cultura Eagle’s Minimum Essential Medium
Meio de montagem, Tissue Mount - Tissue Tek®, Sakura Finetek, EUA
Parafina, Merck, Alemanha

Solucédo tampéo fosfato de sddio

Solucédo tampédo Hanks’ Balanced Salt Solution
Xilol, Merck, Alemanha

4.1.3 Equipamentos e acessorios

Balanca analitica PA214CP, Ohaus Corporation, EUA

Balanca eletrénica BL3200H, Marte, Brasil

Banho-maria SL-150, Solab, Brasil

Chapa de aquecimento modelo V.V., Olidef CZ, Brasil

Chocadeira automatica digital, Golden, Brasil

Espectrofotdmetro UV/VIS SpectraMax M5, Molecular Devices, EUA

Estufa ECB 1.2 digital, Odontobras, Brasil

Inclusor de parafina EG1160, Leica, Alemanha

Micrétomo RM 2065, Leica, Alemanha

Microscopio DM 5000 B acoplado a camera DFC 295, Leica, Alemanha, e software LAS
4.0

Microscopio USB digital DigiMicro 2.0 Scale, Alemanha, e software Debut Video
Capture

Opacitémetro OP-KIT, Electro Design, Franca
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4.2 Métodos

4.2.1 Avaliacdo do potencial de irritacdo ocular pelo ensaio de HET-CAM

O estudo foi realizado em ovos embrionados de galinha da raca Leghorn no décimo
dia de incubagdo, segundo o protocolo proposto por Luepke (1985) e Luepke e Kemper
(1986), conforme mostrado na Figura 10.

Figura 10 — Representacdo esquematica do ensaio de HET-CAM

/ J\
— L 4 & 1
. = A . ‘ 205 .
3 : -, 3 L - . f_$"-.
0_\-‘05 10 dias de incubagdo NaCl 0.9% Amostra NaCl 0.9% Monitoramento
embrionados . emp. 37°C 300 uL SmL da reagio
Umidade: 50% - 60%

Fonte: Autoria propria.

Os ovos foram mantidos em chocadeira a 37°C, umidade relativa de 50-60%, com
ventilagdo interna e sistema automatico de viragem de ovos com movimentos rotativos a cada
30 minutos para assegurar que o embrido ndo ficasse aderido a parede do ovo. Para a
realizacdo do ensaio, inicialmente parte da casca do ovo foi removida e, a seguir, a membrana
externa foi umidificada com uma solugéo de NaCl 0,9% e foi cuidadosamente removida de
forma que a membrana corio-alantéide (CAM) ficasse exposta. Em seguida, foram aplicados
300 pL de cada substancia sem diluicdo ou diluida em agua deionizada, conforme apresentado
a sequir:

e SDS1%

e LESS 27%, 10%, 7% e 1%

e CGS3%el5%

e CAB3%el15%

e Polissorbato 20 a 100% e 10%
e CCMG 3%e 15%

e Dimeticone 100%

e Ciclopentasiloxano 100%

Apo6s 20 segundos, a CAM foi lavada com 5 mL de solu¢do de NaCl 0,9% e as
possiveis reagdes foram monitoradas durante 5 minutos com o auxilio de um microscopio

USB e um software de gravacgéo das imagens para analise posterior.
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Todos os sinais de hiperemia (Hip), hemorragia (Hem) e coagulacdo (Coag) foram
registrados, caso ocorressem. Cada amostra foi analisada em quadruplicada em, no minimo,
dois ensaios independentes. O tempo de cada evento vascular foi registrado em segundos,
conforme Tabela 3 e para o calculo do escore de irritacdo (mean score - MSc) foi utilizada a

equacdo 1, onde os numeros subscritos indicam a replicata avaliada:

MSc =_(Hip,+Hem,+Coag;) + (Hip,+Hem,+Coag,) + (Hips+Hem;+Coags) + (Hip,+Hem,+Coag,) (1)
4

A seguir, os escores de irritacdo obtidos foram analisados e classificados segundo o
potencial de irritacdo ocular oferecido por cada amostra, que corresponde a gravidade das
reagOes adversas observadas na CAM do ovo embrionado, segundo a Tabela 4. Os escores de
irritacdo obtidos foram ainda comparados com o controle positivo e com o controle negativo.
Como controle negativo foi utilizada uma solucdo de NaCl 0,9% e como controle positivo
uma solucédo de SDS 1%.

As concentragOes utilizadas das substancias teste foram baseadas nas recomendacdes
do ensaio proposto por Luepke e Kemper (1986) e nas concentracdes encontradas em
produtos cosméticos. Ja o dimeticone e ciclopentasiloxano foram testados sem diluicdo para
observar o que eles causariam na CAM nesta forma e caso ocasionassem alguma reacdo, eles

seriam diluidos.

Tabela 3 - Tempo em segundos relacionado com cada fendmeno vascular

R Tempo
Fenomeno )
t<30s 30s<t<2 2min <t<5min
Hiperemia 5 3 1
Hemorragia 7 5 3
Coagulagéo 9 7 5

Fonte: Adaptado de Luepke e Kemper, 1986.

Tabela 4 - Escore de irritagdo (MSc) e sua respectiva classificagdo de irritacdo no HET-CAM

Escore de Irritacdo (MSc) Classificagdo de irritacao
MSc <1 Nao irritante

I <MSc <5 Irritante leve

5<MSc<9 Irritante moderado
MSc=>9 Irritante severo

Fonte: Adaptado de Luepke e Kemper, 1986.
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4.2.2 Avaliacao do potencial de irritagéo ocular pelo ensaio de BCOP

O ensaio de BCOP foi realizado nas instalagcdes do Instituto de Pesquisa Invitrocell,

grupo Investiga, Paulinia - SP, Brasil, de acordo com o protocolo OECD TG 437 (OECD,

2013), esquematizado na Figura 11. As substancias teste foram diluidas em solucdo

fisiologica (NaCl 0,9%) ou aplicadas sem diluicdo:

SDS 10% e 1%

LESS 10% e 7%

CGS 3% e 1,5%

CAB 3% e 1,5%
Polissorbato 20 a 10%
CCMG 3% e 1,5%
Dimeticone 100%

Ciclopentasiloxano 100%

As concentragdes utilizadas das substancias teste foram baseadas em concentracdes

encontradas em produtos cosméticos e/ou recomendadas pelo fabricante das matérias-primas,

sendo que, para a classe dos tensoativos, a concentracdo maxima permitida no presente ensaio

é de 10%. Ja o dimeticone e ciclopentasiloxano foram testados sem diluicdo para observar o

que eles causariam na cornea nesta forma e caso provocassem alguma alteracdo, eles seriam

diluidos.

Figura 11 — Representacao esquematica do ensaio de BCOP
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com a cornea compartimentos com compartimentos compartimentos com
EMEM EMEM

90 min 10 min
= 2h
32°C ¥ 32°C 32°C
I mL fluoresceina de Leitura opacidade Remogdo da amostra Amostra

sodio (Mt2) Lavagem com NaCl 0.9% 750 uL
Preenchimento com EMEM

Fonte: Autoria propria.
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4.2.2.1 Preparo dos olhos

Os olhos foram recolhidos no Frigorifico Cow Pig, Boituva — SP, Brasil, lavados em
solucdo salina de NaCl 0,9%, imersos e transportados em solucdo de Hank’s Balanced Salt
Solution (HBSS) gelada, com penicilina (100 UI/mL) e estreptomicina (100 pg/mL). Apds
analise visual, as cdrneas, livres de defeitos, foram dissecadas e foi deixada uma &rea de cerca
de 2-3 mm de esclera para facilitar o manuseio. A cornea isolada foi montada em um suporte
que consiste em dois compartimentos (superior e inferior), com o epitélio e o endotélio
voltados, respectivamente, para 0s compartimentos superior e inferior. Ambos o0s
compartimentos foram preenchidos com Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM), pré-
aquecido, de maneira que ndo houvesse formacdo de bolhas. Em seguida, a temperatura do
dispositivo foi equilibrada a 32°C em banho-maria durante uma hora. Apds este periodo, novo
EMEM pré-aquecido foi adicionado em ambos os compartimentos e foi realizada a leitura da
opacidade basal (MtO) para cada cornea em um opacitdbmetro. As cdrneas com opacidade
basal maior que 7 foram descartadas. Para verificar a integridade do sistema de ensaio foi
incluido simultaneamente em cada experimento, um controle negativo (NaCl 0,9%) e um

positivo (etanol 100%).

4.2.2.2 Aplicacdo da substancia teste e determinacéo da opacidade e permeabilidade

No compartimento superior foram aplicados 750 pL de substancia teste para cobrir o
lado epitelial da cdrnea, a qual ficou exposta a mesma durante 10 minutos a 32°C. Em
seguida, a substancia teste foi removida e a cornea foi lavada com NaCl 0,9% pelo menos
duas vezes. Posteriormente, o compartimento superior foi preenchido com EMEM e as
corneas foram incubadas a 32 °C por mais 2 horas. Ao final deste periodo, a opacidade foi
medida novamente (Mt2). O valor de opacidade final corrigido (Mopt) de cada substancia

testada foi calculado segundo a equacéo 2:

Mopt = (Mt2 — Mt0) — Mopt média do controle negativo 2

Posteriormente, para a medida da permeabilidade, 1 mL de solugédo de fluoresceina de
sodio (4 mg/mL) foi adicionada ao compartimento superior do suporte (lado epitelial da
cérnea), enquanto que o compartimento inferior (lado endotelial da cérnea) foi preenchido
com novo EMEM. Em seguida, o suporte com a cornea foi incubado a 32 °C durante 90
minutos. Posteriormente, 0 meio presente no compartimento inferior, contendo fluoresceina

que atravessou a cornea, foi recolhido e distribuido em placa de 96 pocos (360pL/pogo). A
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absorbéncia das solugdes presentes nessas placas foi lida em espectrofotdmetro UV/VIS no
comprimento de onda de 490 nm, sendo registrados os valores de densidade 6ptica (DO 490).
A permeabilidade final corrigida (P(posso)) de cada substancia testada foi calculada de acordo
com a equacéo 3:

P(po 290y = (Média do tratamento — média do branco) — media do controle negativo (3)

As medidas de opacidade e permeabilidade da cornea foram utilizadas para o célculo

do escore de irritacdo in vitro (in vitro irritance score — IVIS) utilizando a equagéo 4:

IVIS = valor médio de opacidade + (15x valor médio de permeabilidade DO490) (4)

Os IVIS obtidos foram analisados e classificados segundo o potencial de irritagdo

ocular oferecido por cada amostra (Tabela 4).

Tabela 5 - Escore de irritagdo in vitro (IVIS) com sua respectiva categoria de irritagdo no BCOP

Categoria de irritacdo pelo sistema

IVIS UN GHS’

<3 Sem categoria

>3;<55 Nenhuma predicdo pode ser feita ou Sem predigéo
> 55 Categoria 1

Fonte: Adaptado de OECD, 2013.
*United Nations Globally Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals (UN,
2015)

4.2.3 Andlise estatistica

Os valores de escore final do ensaio de HET-CAM, opacidade e permeabilidade do
ensaio de BCOP apresentaram distribuicdo normal no Teste de Normalidade de Anderson-
Darling e, por isso, foram submetidos a tratamento estatistico pelo teste de Analise de
Variancia (ANOVA) e teste complementar de Tukey. Os valores de p<0,05 foram
considerados significativos. Todos os calculos foram realizados usando o software estatistico
Minitab 17.

4.2.4 Confeccdo das laminas histoldgicas
Apos a finalizagdo do ensaio de BCOP, as corneas foram imersas em solugdo de
formalina 10% por, pelo menos, 8h. Em seguida, as coOrneas foram cortadas ao meio,
transferidas para uma solugéo de etanol 70% e, posteriormente, desidratadas gradualmente em

etanol 80%, 90%, 95% e etanol absoluto, clarificadas em xilol e incorporadas em parafina. As
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duas metades de cada cornea foram emblocadas em um Unico bloco de parafina. Em seguida,
com o micrétomo, as cérneas foram seccionadas a 5 um, transversalmente, a partir da area
central do tecido, os cortes foram colocados sobre laminas contendo albumina de Mayer
(clara de ovo + glicerina + timol) e, depois, transferidas para estufa a 70°C para retirar o
excesso de parafina. Em seguida, as laminas com os cortes passaram pelos banhos de
desparafinizagdo e hidratagdo em xilol, etanol absoluto, etanol 95%, 90%, 80%, 70% e 50%.
Posteriormente, elas foram coradas com hematoxilina e eosina, lavadas em etanol 95%
acetificado 1% e imersas em banhos de desidratacdo em etanol 95%, etanol absoluto e xilol.
As laminas com os cortes foram, entdo, montadas utilizando o meio de montagem Tissue
mount - Tissue Tek® para fixar a lamina & laminula e, depois de secas, elas foram limpas com

cloroférmio.

4.2.5 Avaliacéo histopatoldgica

As imagens dos cortes histologicos foram obtidas em microscépio e utilizando o
software LAS 4.0 para obtencdo das imagens. Todas as imagens foram analisadas quanto a
auséncia ou presenca de alteracbes histopatoldgicas no epitélio, no estroma e no endotélio
(Figura 12).

Figura 12 — Esquema representativo do potencial de irritacdo ocular de uma substancia quimica
aplicada na cornea bovina de acordo com a localizagdo da lesdo no epitélio

Irritante Irritante Irritante Irritante
discreto leve moderado severo

.+ Células escamosas
< Células asas

. % Células basais

2 _ = = . ~ Lamina basal

55 Queratinocitos
- 2 3 e S~ — Coligeno
100 ym e = -
Fonte: Autoria propria.
Em vista disso, o potencial de irritacdo de cada substancia teste foi classificado de

acordo com a localizagédo das lesbes provocadas no epitélio (Tabela 6), bem como as lesdes
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provocadas no estroma com base na extensdo de feixes de colageno soltos e inchago dos
queratinocitos (Tabela 7) (FURUKAWA et al., 2015).

Tabela 6 — Classificacdo do potencial de irritacdo de uma substancia quimica de acordo com a
profundidade das lesdes encontradas no epitélio da cérnea bovina

Classificacdo de irritacéo

Localizacdo das lesdes no epitélio

N&o irritante
Irritante discreto
Irritante leve
Irritante moderado

Irritante severo

Ausente

Células escamosas

Entre as células escamosas e as células asas superiores
Entre as células escamosas e as células asas inferiores

Células basais

Fonte: Adaptado de FURUKAWA et al., 2015.

Tabela 7 — Classificacdo do potencial de irritacdo de uma substancia quimica de acordo com a
profundidade das lesbes encontradas no estroma da cérnea bovina

Classificacdo de irritacéo

Localizacdo das lesbes no estroma

Irritante leve
Irritante moderado

Irritante severo

Matriz de colageno que se estende até 1/3 superior do estroma
Matriz de colageno que se estende até 2/3 do estroma

Matriz de colageno que se estende até 1/3 inferior do estroma
e/ou danos nas células endoteliais

Fonte: Adaptado de FURUKAWA et al., 2015.
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5.1 Avaliagao do potencial de irritagéo ocular pelo ensaio HET-CAM

Inicialmente foi realizada a observacdo de cada um dos eventos ocorridos na CAM,
por analise dos efeitos do controle negativo (Figura 13) e positivo (Figura 14), para posterior
comparacdo dos efeitos induzidos pelas substancias teste. Levando em consideracdo que o
SDS apresenta elevada irritabilidade (GHS categoria 1) e que 0 seu uso em produtos
cosméticos limita-se a no méaximo 1% (CIR, 1983), optou-se por utilizar essa porcentagem no
estudo, coincidindo com a solucdo usada como controle positivo. A solucdo de SDS 1%
ocasionou na CAM mais de uma reacdo (hiperemia e hemorragia), porém a mais evidenciada
foi a hemorragia, caracterizada por pequenos sangramentos (Figura 14). No ensaio de HET-
CAM, o SDS 1% apresentou MSc igual a 12,00, sendo classificado como irritante severo
(Tabela 8), o que esta de acordo com o descrito na literatura (ICCVAM, 2006b).

Apds a aplicacdo do lauril éter sulfato de sédio (LESS) nas concentragdes de 27%,
10% e 7% sobre a CAM foram observados os fendmenos hiperemia, hemorragia e
coagulagdo, sendo os dois Ultimos mais notados (Figura 15A, B e C respectivamente),
obtendo-se MSc igual a 17,85; 15,25 e 15,50, respectivamente, sendo assim considerado
irritante severo nestas trés concentracdes. Apos a aplicacdo de LESS 1%, a CAM apresentou
apenas sinais de hiperemia e hemorragia (Figura 15D) e MSc de 9,00, sendo, assim, também
considerado irritante severo, porém com valor estatisticamente diferente (p<0,05) das
concentracdes maiores (27%, 10% e 7%) (Tabela 8). Mehling e colaboradores (2007) quando
avaliaram o LESS a 3% no HET-CAM, também concluiram que essa substancia era irritante
severo nessa condicao.

Apesar de o LESS ser classificado como irritante nas diferentes concentragdes, nota-se
a diferenca de intensidade das reacdes vasculares, qualitativamente, por meio das imagens
(Figura 15), ou seja, o LESS 7% apresentou coagulacdo mais leve do que quando aplicado a
10%, apesar de apresentarem o mesmo MSc. Quando se analisa somente o escore de
coagulacdo, observa-se que o LESS 27% provocou um escore maior (escore médio de
coagulacao: 7) que o LESS 10% e 7% (escore medio de coagulacéo: 5) (Figura 22) (Apéndice
A). Ja em relagdo ao LESS 1%, observa-se que o seu MSc igual a 9,00, foi estatisticamente
diferente (p<0,05) das demais concentragdes avaliadas (27%: 17,85; 10%: 15,25 e 7%: 15,50)
(Tabela 8), e ele ndo provocou coagulagdo que € um evento mais grave que os demais, mas
ainda assim ele foi classificado como irritante severo. O modelo de predi¢cdo proposto por
Luepke (1985) ndo os classifica em diferentes categorias de irritagdo, pois se considera

irritante um composto com MSc > 9,00. Porém, foi possivel observar, por meio das imagens,
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a diferenga nos eventos vasculares bem como a intensidade dos mesmos nas diferentes
concentragdes de LESS, demonstrando, com isso, a sensibilidade do ensaio de HET-CAM.

Em 2010, a Cosmetic Ingredient Review fez uma revisdo dos estudos contemplando o
LESS e publicou um artigo mostrando que, em estudos realizados com animais e humanos,
foi observado que a irritagdo ocular pode ocorrer em consequéncia da utilizacdo de
formulagBes cosméticas contendo LESS, e que a gravidade da irritacdo parece aumentar
conforme se aumenta a concentracdo de LESS na formulacdo; no entanto, este tensoativo é
considerado seguro para uso em cosmeticos (ROBINSON et al., 2010).

O cocoilglutamato de sodio (CGS) quando aplicado nas concentracfes de 3% e 1,5%
provocou na CAM reacdes de hiperemia e hemorragia, sendo esta Gltima mais pronunciada,
porém com intensidade diferente entre as diferentes concentracbes (Figura 16A e B
respectivamente), ou seja, a hemorragia foi mais intensa na concentracdo de 3% do que na
concentragdo de 1,5%. O CGS foi classificado como irritante severo nessas concentragdes
(MSc = 12,00). Esta mesma classificagéo foi relatada pela Cosmetic Ingredient Review (CIR,
2014) quando o CGS foi testado a 5% no ensaio do HET-CAM, onde se obteve MSc = 13.

A aplicacdo de polissorbato 20 ndo diluido (100%) sobre a CAM resultou em sinais de
hemorragia moderada (Figura 17A) e, em apenas duas replicadas, houve sinais de coagulacéo
leve (Figura 22) (Apéndice A), sendo classificado como irritante severo (MSc = 9,71) (Tabela
8). Essa classificacdo também foi obtida por Hayashi e colaboradores (2012) no ensaio de
HET-CAM para o polissorbato 100%. No entanto, no presente estudo, quando o polissorbato
20 foi diluido a 10%, a CAM apresentou apenas sinais leves de hemorragia (Figura 17B),
sendo, assim, classificado como irritante moderado com MSc igual a 5,62, o qual foi
estatisticamente diferente (p<0,05) do polissorbato 20 a 100% (Tabela 8). Dados da literatura
mostram que, quando aplicado em olho de coelho, o polissorbato 20 a 10% foi considerado
ndo irritante (OKAMOTO et al., 1999).

A diferenca na classificacédo de irritabilidade entre a substancia concentrada (100%) e
diluida (10%) pode ser devido, também, a elevada viscosidade do polissorbato 20, que quando
aplicado, ndo diluido, adere-se a CAM dificultando a sua remog&o apos a lavagem da mesma,
0 que faz com que o mesmo fique aderido a membrana por um tempo maior do que o
estabelecido no teste, ocasionando, assim, a ruptura de vasos sanguineos e, ainda, a geracao
de sinais mais intensos de hemorragia (VINARDELL; MACIAN, 1994). Essa dificuldade na
remoc&o do polissorbato 20 da CAM pode ter levado a ocorréncia de coagulacdo em algumas
replicatas (Apéndice A) e, ainda, a alta variacdo dos resultados obtidos para esse fendmeno
(Figura 22).
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Quanto a irritacdo provocada pelo CCMG, ambas as concentragBes aplicadas, 3% e
1,5%, ocasionaram na CAM sinais de hiperemia e, notadamente, hemorragia (Figura 18A e B
respectivamente) com uma intensidade bem maior na concentracdo de 3%. Mesmo com
intensidades diferentes entre as duas concentracées, 0 CCMG foi classificado como irritante
severo (MSc = 12,00), pois os tempos de aparecimento dos eventos vasculares, nos dois
casos, foram nos primeiros 30s de observacdo apds a aplicacdo das amostras (Apéndice A).
Por se tratar de um tensoativo novo no mercado, ndo ha artigos publicados relacionados a
toxicidade ocular desse agente, no entanto, ha a FISPQ (Ficha de Informacfes de Seguranca
do Produto Quimico), informando que se trata de um produto GHS categoria 1 (irritante
severo), o que foi demonstrado no presente ensaio, onde foi possivel observar o seu potencial
efeito irritante sobre a CAM e, de maneira qualitativa, a intensidade desse efeito mesmo em
pequenas concentragdes (Figura 22).

Apos a aplicagdo de CAB 3% sobre a CAM, houve o aparecimento de hemorragia e
coagulacdo (Figura 19A), enquanto que o CAB 1,5% provocou o aparecimento de hemorragia
e sinais discretos de coagulacdo (Figura 19B). Quando se analisa somente o escore de
coagulacao (Figura 22), observa-se que o CAB 3% provocou coagulacdo mais intensa (escore
médio de coagulacdo: 7) que o CAB 1,5% (escore médio de coagulacdo: 4,25) (Apéndice A),
sendo essa diferenca estatisticamente diferente (p<0,05) entre si (Figura 22). O MSc do CAB
foi de 19,00 (CAB 3%) e de 15,62 (CAB 1,5%), valores considerados estatisticamente
diferentes (p<0,05) entre si (Tabela 8), entretanto ambas as concentracfes avaliadas foram
classificadas na mesma categoria, ou seja, irritante severo. Estudos em animais demonstraram
que o CAB, em diferentes concentragdes, inclusive a 3%, provoca alteragdes principalmente
na conjuntiva, podendo afetar a cornea tambeém. Por isso, ele é considerado um potente
irritante ocular (BURNETT et al., 2012).

Ja o dimeticone ndo causou nenhum evento vascular na CAM (Figura 20), sendo, por
isso, classificado como néo irritante (Tabela 8). Embora nenhum fenémeno tenha sido
observado in vitro, na revisdo publicada pela Cosmetic Ingredient Review em 2003, o
dimeticone foi testado in vivo em diferentes concentracfes e estudos, em olho de coelho,
sendo que a irritacdo na conjuntiva foi a reacdo mais comum na maioria dos estudos e esse
tipo de evento desapareceu apos 24h. Consequentemente, o dimeticone foi considerado um
irritante leve (NAIR et. al, 2003).

O ciclopentasiloxano também ndo ocasionou nenhum evento vascular na CAM (Figura
21). O Comité Cientifico de Seguranca ao Consumidor (Scientific Committee on Consumer

Safety, SCCS) da Comunidade Europeia emitiu um documento a respeito do uso de
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ciclopentasiloxano em produtos cosméticos, no qual ha relatos de alguns estudos in vivo, que
aplicaram essa substancia pura em olhos de coelhos e verificaram que ela ocasionou um dano
transitério minimo na conjuntiva ocular dos mesmos. Com isso, 0 SCCS considerou que
ciclopentasiloxano € uma substancia com baixo potencial de irritacdo ocular (SCCS, 2015).

Essa diferenca de resultados in vitro e in vivo pode ser porque o teste de Draize pode
gerar resultados falsos positivos (WILHELMUS, 2001) e a classificagdo GHS ¢ baseada neste
teste (UN, 2015). Além disso, Hayashi e colaboradores (2012) demonstraram que o ensaio de
HET-CAM possui baixa porcentagem de falsos negativos (4-6%) e em outros estudos essa
porcentagem foi de zero (ICCVAM, 2006b), ou seja, alta sensibilidade.

Assim, com base na literatura e nos resultados obtidos, o HET-CAM demonstrou ser
um método sensivel e adequado para a avaliacdo do potencial de irritacdo ocular de
ingredientes cosméticos, uma vez que a membrana corio-alantdide apresenta alta sensibilidade
quando em contato com a substancia teste, o que € altamente recomendado para ensaios de
produtos cosméticos, 0s quais ndo podem causar reacOes adversas ao consumidor.
Adicionalmente, este ensaio se mostrou apto para uma analise de dose-resposta, como
demonstrado na avaliacdo do LESS.

Dessa forma, apesar de possuir baixa especificidade, ou seja, alta porcentagem de
falsos positivos (34-62%) (HAYASHI et al., 2012), o HET-CAM pode ser considerado um
ensaio adequado como primeiro passo de uma estratégia para a avaliacdo da seguranga de um
ingrediente ou produto cosmético. Além disso, em alguns casos, o ensaio de HET-CAM
permitiu distinguir, qualitativamente, quanto a intensidade dos eventos vasculares ocorridos
na CAM quando foram aplicadas diferentes concentragdes de uma mesma substancia. Em
outros casos, 0 escore individual de cada evento forneceu informagdes importantes para

diferenciar o grau de irritacdo das substancias avaliadas em diferentes concentracdes.
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Figura 13 - Membrana cério-alantdide antes (0s) e 30s, 2 min. e 5 min. apés a aplicacdo de NaCl 0,9%

2 min

Figura 14 - Membrana cério-alantéide antes (0s) e 30s, 2 min. e 5 min. apds a aplicacdo de SDS 1%,
demonstrando os sinais de hemorragia (1)

2 min 5 min

Figura 15 - Membrana corio-alantoide antes (0s) e 30s, 2 min. e 5 min. ap6s a aplicacdo de LESS a
27% (A), 10% (B), 7% (C) e 1% (D), demonstrando os sinais de hemorragia (1) e
coagulacéo (M)

A) LESS 27%

2 min
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C) LESS 7%

30s 2 min

D) LESS 1%

2 min 5 min

Figura 16 - Membrana corio-alantdide antes (0s) e 30s, 2 min. e 5 min. ap6s a aplicacdo de CGS a 3%
(A) e a 1,5% (B), demonstrando os sinais de hemorragia (1)

A) CGS 3%

0s 30s 2 min 7 5 min

B) CGS 1,5%

0s R 2 min 5 min
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Figura 17 - Membrana cério-alantdide antes (0s) e 30s, 2 min. e 5 min. apds a aplicagdo de
polissorbato 20 a 100% (A) e 10% (B), demonstrando os sinais de hemorragia (1)

A) Polissorbato 20 (100%)

30s

B) Polissorbato 20 (10%)

Figura 18 - Membrana cério-alantdide antes (0s) e 30s, 2 min. e 5 min. apés a aplicacdo de CCMG a
3% (A) e a 1,5% (B), demonstrando os sinais de hemorragia (1)

A) CCMG 3%

0s 30s 2 min 5 min




42

Figura 19 - Membrana corio-alantoide antes (0s) e 30s, 2 min. e 5 min. ap6s a aplicacdo de CAB a 3%
(A) e a 1,5% (B), demonstrando os sinais de hemorragia (1) e coagulacéo (4)

A) CAB 3%
0s

CAB 1,5%

2 min 5 min

Figura 21 - Membrana cdrio-alantéide antes (0s) e 30s, 2 min. e 5 min. apds a aplicagdo de
ciclopentasiloxano




Tabela 8 — Média e desvio padrdo dos valores de escore de irritacdo (MSc) e
classificacdo das substancias estudadas. N=8

Substancias teste

Meédia do escore de irritacdo
(MSc) + Desvio padréo

Classificacdo de

irritacdo

NaCl

SDS 1%
LESS 27%
LESS 10%
LESS 7%
LESS 1%
CGS 3%
CGS 1,5%

Polissorbato 20 (100%0)
Polissorbato 20 (10%b)

CCMG 3%
CCMG 1,5%
CAB 3%
CAB 1,5%

Dimeticone 100%
Ciclopentasiloxano 100%

0,00 + 0,00

12,00 + 0,00
17,85+ 1,95
15,25 + 1,28
15,50 + 2,07
9,00 +1,85"
12,00 + 0,00
12,00 + 0,00
9,71+2,43

5,62 + 2,26™
12,00 + 0,00
12,00 + 0,00
19,00 + 0,00

15,62 + 3,11"

0,00 + 0,00
0,00 + 0,00

N4o irritante”
Irritante severo
Irritante severo ™
Irritante severo ™
Irritante severo
Irritante severo ™
Irritante severo ™
Irritante severo ™
Irritante severo ™
Irritante moderado™
Irritante severo ™
Irritante severo ™
Irritante severo ™
Irritante severo
N&o irritante”
N&o irritante”

* Substancias com MSc < 1

** Substancias com 5 <MSc <9

*** Substancias com MSc > 9

# Estatisticamente diferente (p<0,05) do LESS 27%, 10% e 7%
## Estatisticamente diferente (p<0,05) do Polissorbato 20 (100%)

### Estatisticamente diferente (p<0,05) do CAB 3%

43

Figura 22 — Grafico relacionando os diferentes eventos vasculares, hiperemia, hemorragia e
coagulacdo, de acordo com a substancia
Barras: média + IC 95%

* Estatisticamente diferente do LESS 1%

Substancias teste

e Estatisticamente diferente do Polissorbato 20 (10%)

A Estatisticamente diferente do CAB 3%

B Hiperemia
[ Hemorragia
B Coagulagéo

A

analisada no ensaio de HET-CAM.
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5.2 Avaliagao do potencial de irritagéo ocular pelo ensaio de BCOP

As corneas expostas a solucdo de NaCl 0,9% (controle negativo) ndo sofreram
nenhuma alteracdo em sua opacidade (0,444) e permeabilidade (0,003), como ja era esperado
(IVIS = 0,489). Ja a aplicacdo de etanol 100% (controle positivo) gerou alteracdes na
opacidade (30,590) e na permeabilidade (2,103) das cdrneas expostas a essa substancia (IVIS
= 62,135), as quais estdo dentro da faixa aceitavel do ensaio (IVIS = 39,9 - 65,4) (ICCVAM,
2006a), sendo assim, classificado como categoria 1 ou irritante severo (IVIS > 55).

Quanto ao SDS 1%, ele provocou pequenas alteracbes na opacidade (3,250) e na
permeabilidade (0,750) das corneas, as quais nao foram estatisticamente diferentes (p<0,05)
do controle negativo. O seu IVIS foi de 14,500, classificado, portanto, como sem predigédo
(Tabela 9). Ja o SDS a 10% produziu um aumento da opacidade (9,500) significativamente
diferente (p<0,05) do controle negativo (0,444). Além disso, nessa concentracdo de 10%, o
SDS provocou aumento da permeabilidade (2,250) estatisticamente diferente (p<0,05) em do
controle negativo (0,003) e do SDS 1% (0,750) (Figura 23), obtendo IVIS igual a 43,250, e
categoria de irritacdo sem predicdo nesse ensaio (Tabela 9). Apesar de o SDS ter sua
classificacdo GHS categoria 1 (irritante severo), no presente ensaio nenhuma predicdo pode
ser feita, uma vez que os valores de IVIS ficaram compreendidos na faixa, determinada pelo
guia OECD TG 437, como sem predigcdo (> 3 e < 55). Essa diferenca de classificagdao pode ser
devido a destruicdo da camada epitelial da cérnea pelo SDS, ocasionando valores baixos de
opacidade, mas permitindo que a substancia penetre nas camadas mais profundas da cérnea
(GAUTHERON et al., 1992), o que foi observado no estudo histopatologico apresentado no
item 5.3.

Em relacdo ao LESS, tanto na concentracdo de 10% quanto de 7%, ele ndo foi capaz
de causar alteracdo significativa na opacidade das corneas (0,750 e 3,750, respectivamente),
porém ele causou alteracdo significativa (p<0,05) na permeabilidade (1,736 e 1,071,
respectivamente) das mesmas, quando comparadas ao controle negativo (0,003) (Figura 23).
Os IVIS dessa substancia foram de 26,794 (LESS 10%) e de 19,815 (LESS 7%) (Tabela 9). O
LESS, cuja classificacdo GHS é categoria 2, também foi classificado como sem predi¢cdo no
ensaio de BCOP (equivalente a GHS categoria 2, porém néo incluso no modelo de predicéo
devido as limitacbes do teste). Como este ensaio por si s6 ndo possui a sensibilidade
necessaria para distinguir entre substancias que sdo pouco ou moderadamente irritantes
(OECD, 2013), uma analise mais apurada foi realizada por meio do estudo histopatolégico
para determinar qual o grau e a profundidade da lesdo ocasionada na cdérnea por essa

substancia para, entdo, ser classificada mais especificamente.



45

J& as cdrneas expostas ao CGS 3% e 1,5%, outro tensoativo aniénico, ndo sofreram
alteracdes significativas na opacidade (ambas 0,500) nem na permeabilidade (0,407 e 0,181,
respectivamente), quando comparadas ao controle negativo, contudo foram classificadas
como sem predicdo, uma vez que o seu IVIS foi de 6,605 (CGS 3%) e de 3,215 (CGS 1,5%)
(Tabela 9). O cocoilglutamato de sodio tem classificacdo GHS categoria 2B, ou seja, ele é
classificado como um irritante leve ou moderado, que ndo consegue ser detectado dessa forma
pelo ensaio de BCOP por si s0, 0 que é uma limitacdo do teste, sendo necessaria a avaliacéo
histopatoldgica.

Com relacgdo as corneas expostas ao CAB 3% e 1,5%, elas ndo sofreram alteracdo de
opacidade significativa (3,000 e 2,000, respectivamente) em relacdo ao controle negativo.
Porém, a quantidade de corante fluoresceina de sddio que penetrou nessas corneas
caracterizou um aumento da permeabilidade (2,334 e 1,485, respectivamente) estatisticamente
diferente (p<0,05) do controle negativo (Figura 23), resultando em IVIS igual a 38,010 (CAB
3%) e 24,275 (CAB 1,5%), sendo, por isso, classificado como sem predicdo (Tabela 9).
Entretanto, esse tensoativo anfotero tem classificacdo GHS categoria 1. Alguns estudos
indicam que a irritacdo causada pelo CAB ocorre principalmente pelo dano na conjuntiva,
podendo afetar a cornea (BURNETT et al.,, 2012), ou seja, apenas o BCOP ndo prediz
corretamente o potencial irritante dessa substancia, por se tratar de um modelo que avalia
apenas a cornea. Além disso, o CAB, assim como outros tensoativos, pode provocar
destruicdo da camada epitelial da cdrnea, assim como discutido anteriormente para o SDS,
ocasionando baixos valores de opacidade e, consequentemente, baixo escore de irritacdo
(IVIS), mas permitindo que a substancia penetre nas camadas mais profundas da cornea.
Também ja € conhecido que uma das limitacbes do BCOP, e de outros métodos in vitro, é a
impossibilidade de avaliar a persisténcia dos danos causados na cdrnea, 0 que, em ensaios in
vivo, classifica uma substancia como categoria 1 (ICCVAM, 2006a).

Quanto a0 CCMG 1,5%, ele ndo foi capaz de provocar nenhuma alteracéo
significativa na opacidade (0,250) e na permeabilidade (0,109) das cdrneas expostas a essa
substancia, sendo assim, classificado como ndo irritante ou sem categoria (IVIS = 1,885)
(Tabela 9). J& na concentracdo de 3%, o CCMG provocou alteracoes significativas (p<0,05)
na opacidade das cérneas (9,750) e conseguiu penetrar (1,324) mais profundamente pelas
camadas das mesmas, quando comparadas ao controle negativo (opacidade: 0,444,
permeabilidade: 0,003) e ao proprio CCMG 1,5% (opacidade: 0,250; permeabilidade: 0,109)
(Figura 23). Consequentemente, o seu IVIS aumentou para 29,610, sendo, com isso,

classificado como sem predigédo (Tabela 9), ou seja, poderia ser considerado categoria 2, mas
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devido a limitagdo do ensaio, 0 BCOP ndo consegue detectar essa categoria com precisdo.
Diferentemente dos outros tensoativos analisados, 0 CCMG apresentou-se em diferentes
categorias quando a sua concentracdo foi alterada no ensaio de BCOP. Pode-se inferir, com
IS0, que quanto menor a concentracdo desse tensoativo, menor € o dano provocado na cérnea.
Além disso, os tensoativos ndo ibnicos sao considerados menos irritantes que as outras classes
de tensoativos, tanto em ensaios de citotoxicidade quanto em ensaios de irritagdo cutanea
(CORAZZA etal., 2010).

Em relacdo ao polissorbato 20 a 10%, ele ndo ocasionou sinais de alteracdo da
opacidade (0,083) e da permeabilidade (0,020) das cérneas quando comparado ao controle
negativo, sendo, assim, classificado como sem categoria, ou seja, nao irritante (Tabela 9). A
classificacdo do polissorbato 20 como sem categoria estd de acordo com sua classificacdo
GHS e também com dados encontrados na literatura quando testado em cérnea bovina
(ICCVAM, 2006a), demonstrando que essa substancia ndo é capaz de causar alteracGes na
opacidade e na permeabilidade da cornea.

Igualmente, o dimeticone (opacidade: 0,417; permeabilidade: 0,003) e o
ciclopentasiloxano (opacidade: 0,167; permeabilidade: 0,013), ndo causaram alteracGes na
opacidade e na permeabilidade das corneas quando comparados ao controle negativo, obtendo
IVIS igual a 0,462 e 0,362, respectivamente (Tabela 9). Assim, esses dois silicones foram
classificados como sem categoria, ou seja, ndo irritantes. Como discutido anteriormente no
item 5.1, esses silicones, quando avaliados in vivo, produziram sinais transitorios leves na
conjuntiva ocular, ndo provocando nenhuma alteracdo nas corneas dos coelhos (NAIR et. al,
2003; SCCS, 2015), assim como nos resultados apresentados pelo ensaio de BCOP.

Diante dos resultados obtidos, observamos que a maioria dos tensoativos néo
provocou alteracdo na opacidade das cdrneas (Figura 23A), porém a maioria deles alterou a
permeabilidade das mesmas (Figura 23B). A opacidade é alterada quando a matriz de
colageno sofre alguma modificacdo. Apesar da maioria dos tensoativos ter penetrado mais nas
camadas das corneas, pode-se inferir que eles ndo tenham atingido o estroma ou se 0

atingiram, eles ndo se complexaram com as fibras de colageno.



Tabela 9 — Valores de opacidade e permeabilidade com seus desvios padréo e escore de irritacdo in
vitro (IVIS) e categoria de irritacdo das substancias estudadas. N = 4

Substancia teste Opacidade Permeabilidade  IVIS Categoria de
Irritacéo

NaCl 0,9% 0,444 £ 0,784 0,003 = 0,003 0,489 Sem categoria
Etanol 100% 30,590 + 7,000 2,103 + 0,793" 62,135 Categoria 1~

SDS 10% 9,500 + 1,915 2,250 + 0,648 43,250 Sem predicdo™
SDS 1% 3,250 + 2,630 0,750 + 0,412 14,500 Sem predicdo
LESS 10% 0,750 + 1,500 1,736 + 0,262 26,794 Sem predicdo™
LESS 7% 3,750 + 0,957 1,071 + 0,437* 19,815 Sem predicdo
CGS 3% 0,500 + 1,414 0,407 + 0,124 6,605 Sem predicdo”
CGS 1,5% 0,500 + 0,816 0,181 + 0,093 3,215 Sem predicdo
Polissorbato 20 (10%) 0,083 £ 0,500 0,020 = 0,019 0,383 Sem categoria”
CCMG 3% 9,750 + 0,957 1,324 + 0,542" 29,610 Sem predicdo™
CCMG 1,5% 0,250 + 1,258 0,109 + 0,043 1,885 Sem categoria*
CAB 3% 3,00 + 1,414 2,334 + 0,482 38,010 Sem predicdo
CAB 1,5% 2,000 + 0,000 1,485 + 0,496 24,275 Sem predicio
Dimeticone 0,417 £ 0,500 0,003 = 0,001 0,462 Sem categoria’
Ciclopentasiloxano 0,167 £ 0,577 0,013 £ 0,017 0,362 Sem categoria”

* Substancias com IVIS < 3 de acordo com OECD TG 437

** Substancias com 3 < IVIS <55 de acordo com OECD TG 437
*** Substancias com IVIS > 55 de acordo com OECD TG 437
# Estatisticamente diferente (p<0,05) do controle negativo (NaCl 0,9%)



48

Figura 23 — Gréficos relacionando a opacidade (A) e permeabilidade (B) de cada substancia

avaliada no ensaio de BCOP. Barras: média + desvio padrédo
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5.3 Avaliacao histopatologica

As corneas expostas ao NaCl 0,9% (controle negativo) ndo sofreram alteracBes em
suas camadas de células epiteliais nem na matriz de colageno do estroma (Figura 24A), ao
contrario das corneas expostas ao etanol 100% (controle positivo) que apresentaram perda de
algumas células superficiais do epitélio, coagulacdo das ceélulas da camada escamosa,
vacuolizagdo do nucleo e do citoplasma das células asas e basais (Figura 24B). Além disso, 0s
queratindcitos do primeiro terco superior do estroma apresentaram morfologia alterada.
Assim, o etanol 100% foi classificado como irritante severo.

O contato das cdrneas com 0 SDS 1% provocou apenas a perda de células epiteliais da
camada escamosa e parte da camada superior de células asas (Figura 25A). Assim, nessa
concentracdo de 1%, o SDS apresentou potencial irritante leve. J& o SDS 10% provocou a
perda / descamacédo de células desde as camadas mais superficiais até a camada de células
basais do epitélio da cornea, sendo possivel também observar os nlcleos picnoéticos nessa
regido (Figura 25B), o que pode estar relacionado a irreversibilidade dos danos e o que
caracteriza o SDS 10% como categoria 1, ou seja, um irritante severo.

Enquanto no ensaio de BCOP o SDS tinha sido classificado como sem predicdo, na
analise histopatoldgica, o SDS 10% foi classificado como um irritante severo por causar
danos mais profundos no epitélio da cornea, enquanto que a 1%, ele foi considerado um
irritante leve por causar apenas danos superficiais no epitélio, o que pode justificar o seu uso
em menor concentracdo em produtos cosméticos (CIR, 1983).

Em relacdo as cOrneas submetidas ao LESS 7% e 10%, elas apresentaram uma
descamacao celular desde a camada de células escamosas até a camada de células asas (Figura
26A e B, respectivamente), caracterizando danos moderados as cérneas. Assim, o LESS p6de
ser mais bem definido quanto ao seu potencial ocular irritante, ou seja, enquanto no ensaio de
BCOP ele foi classificado como sem predicdo, na analise histopatolodgica, ele foi classificado
como irritante moderado em ambas as concentracfes, concordando com a sua classificacdo
GHS categoria 2B (irritantes leves ou moderados).

O CGS 1,5% néo provocou alteracao significativa nas diferentes camadas das corneas
(Figura 27A) e, por isso, nessa concentracdo o CGS foi classificado como ndo irritante. J& o
CGS 3% causou diminuicdo da espessura da camada epitelial de algumas cdérneas em relagéo
ao controle negativo, levando essa substancia a ser classificada como levemente irritante
(Figura 27B). O CGS, também classificado como sem predicdo no ensaio de BCOP, foi
classificado mais precisamente pela histopatologia. A classificacdo GHS desse tensoativo é

categoria 2B (irritantes leves ou moderados), o que pdde ser observado na histopatologia das



50

coérneas submetidas ao CGS 3%. Pode-se afirmar, ainda, que quando esse tensoativo foi
diluido, os seus efeitos sobre o tecido da cornea também foram reduzidos ou anulados. Dessa
forma, os resultados da anélise histopatoldgica corroboram com os resultados do BCOP, pois
0 IVIS do CGS (1,5%: 3; 3%: 6) foi menor que o VIS dos outros tensoativos anidnicos (SDS
1%: 14; SDS 10%: 43 e LESS 7%: 19; LESS 10%: 26).

O CAB 1,5% foi capaz de destruir o epitélio da cornea desde a camada de células
escamosas até a camada de células asas e, em algumas regides, atingindo as células basais,
além de haver um leve edema no terco superior do estroma (Figura 28A). Consequentemente,
0 CAB 1,5% foi considerado um potente irritante ocular. Em maior concentragéo, o CAB 3%
provocou destrui¢do do epitélio das corneas atingindo desde a camada escamosa até a basal,
podendo ser observado, ainda, edema das células restantes e no terco superior do estroma
(Figura 28B), caracteristicas estas de uma possivel irreversibilidade, ja que atingiu a camada
basal, demonstrando ser um irritante severo. Esse tensoativo tem sua classificagdo GHS como
categoria 1 (irritante severo) e, mesmo em baixas concentracgdes, ele ainda demonstrou ser um
potente irritante ocular, o que pode ser devido a sua capacidade de penetrar mais
profundamente nas diferentes camadas da cdrnea.

O polissorbato 20 (10%), mesmo sendo considerado néo irritante no ensaio de BCOP e
a sua classificacdo GHS ser sem categoria (ndo irritante), apos a avaliacdo histopatoldgica das
clrneas submetidas a essa substancia, foi possivel observar a descamagdo de uma fileira
superficial de celulas escamosas (Figura 29), sendo, por isso, classificado como irritante
discreto. Esse tipo de resultado também foi relatado no trabalho de Cooper e colaboradores
(2001) e no trabalho de Furukawa e colaboradores (2015), nos quais eles avaliaram shampoos
e demaquilantes que obtiveram classificacdo de ndo irritantes no ensaio de BCOP, porém na
avaliacdo histopatoldgica, esses produtos provocaram alteracdo na camada escamosa do
epitélio da cornea, caracterizando, com isso, um irritante discreto.

De maneira semelhante, as corneas expostas a0 CCMG 1,5% apenas apresentaram
descamacéo celular da camada escamosa (Figura 30A), sendo, assim, classificado como um
irritante discreto, ao contréario do resultado obtido no ensaio de BCOP, no qual essa amostra
ndo ocasionou sinais de irritacdo. Ja as coOrneas expostas ao CCMG 3% apresentaram
descamacéo epitelial a partir das células da camada escamosa até a camada de células asas,
alem de apresentarem edema nas células restantes do epitélio e vacuolos na camada basal
(Figura 30B), caracterizando danos severos as corneas. Pode-se afirmar, ainda, que, assim
como demonstrado no ensaio de BCOP, quanto maior a concentragdo desse tensoativo, maior

foi o dano provocado por ele na cdrnea.



51

Por fim, os silicones, dimeticone e ciclopentasiloxano, ndo foram capazes de provocar
alteracbes nas diferentes camadas das corneas (Figura 31A e 31B, respectivamente),
consequentemente ambos foram considerados ndo irritantes, corroborando com os resultados
dos ensaios anteriores.

Em vista dos resultados apresentados acima, a avaliacdo histopatolégica foi
extremamente importante como uma ferramenta complementar ao ensaio de BCOP para a
classificacdo da maioria dos tensoativos estudados, os quais foram classificados como sem
predi¢ao (IVIS >3 e <55) no BCOP, classificagdo esta relativa as substancias GHS categoria
2, mas que na avaliacdo histopatoldgica foram classificados mais especificamente. Os
resultados da histopatologia corroboraram com os resultados do ensaio de BCOP, pois a
maioria deles ndo alterou a opacidade das corneas e, portanto, ndo houve deformacdo da
matriz de colageno, porém houve alteracdo (descamacdo) das camadas celulares do epitélio, o
que, provavelmente, levou a uma maior permeabilidade da cérnea a fluoresceina.

Além disso, o estudo histopatolégico foi de grande importancia para a avaliacdo do
polissorbato 20 (10%) e do CCMG 1,5%, os quais foram classificados como irritantes severos
no ensaio de HET-CAM, mas como ndo irritantes (GHS sem categoria) no BCOP. Na
histopatologia, foi possivel verificar um pequeno dano no epitélio da cornea, concluindo que
essas duas amostras, polissorbato 20 (10%) e CCMG 1,5%, foram irritantes discretos para a
cornea, apesar de ndo alterarem significativamente a opacidade e a permeabilidade da mesma.

Dessa forma, a avaliacdo histopatologica foi um potente aliado do ensaio de BCOP,
pois permitiu verificar a profundidade dos danos causados pelas diferentes concentracdes dos
tensoativos, contribuindo para a avaliacdo do potencial de irritacdo ocular de produtos

cosméticos que contenham esses ingredientes.
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Figura 24 — Fotomicrografias das cdrneas bovinas submetidas ao controle negativo NaCl 0,9%
(A — IVIS: 0,5; classificagdo: ndo irritante) e ao controle positivo etanol 100% (B —
IVIS: 62, classificacdo: irritante severo). A seta indica os vactolos nas células asas
e basais. Coloracdo HE. Aumento de 20x

A) NaCl 0,9% B) Etanol 100%

Figura 25 — Fotomicrografias das corneas bovinas submetidas ao SDS 1% (A — IVIS: 14,
classificacdo: irritante leve), SDS 10% (B — IVIS: 43, classificacdo: irritante
severo). A seta indica os nucleos picnéticos. Coloracdo HE. Aumento de 20x

A) SDS 1% B) SDS 10%
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Figura 26 — Fotomicrografias das corneas bovinas submetidas ao LESS 7% (A — IVIS: 20,
classificacdo: irritante moderado), LESS 10% (B — IVIS: 27, classificacdo: irritante
moderado). Colora¢do HE. Aumento de 20x

A) LESS 7% B) LESS 10%
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Figura 27 — Fotomicrografias das corneas bovinas submetidas ao CGS 1,5% (A — IVIS: 3,2,
classificacdo: ndo irritante), CGS 3% (B — IVIS: 6,6, classificacdo: irritante leve).
Coloragdo HE. Aumento de 20x

A) CGS 1,5% B) CGS 3%

Figura 28 — Fotomicrografias das corneas bovinas submetidas ao CAB 1,5% (A — IVIS: 24,
classificacdo: irritante severo), CAB 3% (B — IVIS: 38, classificacdo: irritante
severo). Coloracdo HE. Aumento de 20x

A) CAB 1,5% B) CAB 3%

Figura 29 — Fotomicrografia da cornea bovina submetida ao Polissorbato 20 (10%) (IVIS: 0,4,
classificacdo: irritante discreto). Coloracdo HE. Aumento de 20x
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Figura 30 — Fotomicrografias das cérneas bovinas submetidas ao CCMG 1,5% (A — IVIS: 2,
classificacdo: ndo irritante), CCMG 3% (B — IVIS: 29,6, classificacdo: irritante
severo). As setas indicam os vacuolos na camada de células basais. Coloracdo HE.
Aumento de 20x

A) CCMG 1,5% B) CCMG 3%

Figura 31 — Fotomicrografias das corneas bovinas submetidas ao Dimeticone (A — IVIS: 0,5,
classificacdo: ndo irritante) e Ciclopentasiloxano (B — IVIS: 0,4, classificacdo: néo
irritante). Coloracdo HE. Aumento de 20x

A) Dimeticone B) Ciclopentasiloxano
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5.4 Resumo dos resultados da avaliagdo do potencial de irritacéo ocular

Na Tabela 10, estdo sintetizados os resultados do ensaio de HET-CAM, BCOP e da
avaliacdo histopatoldgica, bem como a classificacdo final obtida no presente trabalho. A
maioria das substancias teste foi classificada como irritante severo pelo ensaio de HET-CAM,
devido a alta sensibilidade da membrana corio-alantoide, ja que esta mimetiza a conjuntiva
ocular, uma regido bastante vascularizada e sensivel. Ja quando o potencial irritante das
substancias teste foi avaliado na cdérnea bovina, a maioria delas foi classificada como sem
predicdo, devido a limitagdo do ensaio de BCOP em ndo distinguir as substancias com um
potencial irritante intermediario das demais, ou seja, as categorias 2A e 2B. Além disso, a
limitacdo do BCOP se d4, nesse caso, pela propria caracteristica dos tensoativos de destruirem
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a camada epitelial da cérnea, permitindo que eles penetrem de maneira significativa por suas
camadas, mas ndo causem alteracdes significativas na opacidade, resultando em valores de
IVIS ndo suficientes para classifica-los precisamente. Por fim, a avaliacdo histopatoldgica foi
determinante para avaliar 0os danos reais sobre o tecido das corneas e classificar cada amostra
de acordo com o seu potencial irritante.

A classificacéo final obtida nesse estudo foi baseada nos ensaios realizados. O HET-
CAM foi importante como o primeiro passo na avaliacdo do potencial de irritagdo ocular,
porque ele permitiu a execucdo de uma triagem para demonstrar o grau de irritacdo das
substancias teste. Em seguida, o ensaio de BCOP e, principalmente, a avaliagdo
histopatologica foram determinantes para a classificacdo exata de cada amostra. Destaca-se
que a classificacdo obtida neste estudo para algumas substancias foi diferente da sua
classificagio GHS fornecida pela FISPQ, pois esta ultima é referente a substancia
concentrada, enquanto que a desse estudo refere-se as amostras diluidas a baixas
concentragdes, as quais sdo comumente utilizadas em produtos cosméticos. Desta forma,
também foi possivel demonstrar que 0s ensaios Sdo sensiveis a pequenas variacBes nas
concentracdes de uso e tem grande utilidade para avaliar a toxicidade de solucdes diluidas e

assim, servir como ponto de partida para a predi¢ao de sua toxicidade no produto final.



Tabela 10 — Classificagdo do potencial de irritacdo ocular das substancias estudadas de acordo com o ensaio realizado e a sua classificagdo GHS

Classificacdo final

Substancias teste HET-CAM BCOP Histopatologia obtida no estudo GHS*

SDS 10% - Sem predicdo Irritante severo Irritante severo Categoria 1
SDS 1% Irritante severo Sem predicdo Irritante leve Irritante leve Categoria 1
LESS 27% Irritante severo - - Irritante severo Categoria 2
LESS 10% Irritante severo Sem predigdo Irritante moderado  Irritante moderado Categoria 2A
LESS 7% Irritante severo Sem predicdo Irritante moderado  Irritante moderado Categoria 2A
LESS 1% Irritante severo - - - Categoria 2A
CGS 3% Irritante severo Sem predigdo Irritante leve Irritante leve Categoria 2B
CGS 1,5% Irritante severo Sem predicdo Nao irritante N&o irritante Categoria 2B
CAB 3% Irritante severo Sem predicdo Irritante severo Irritante severo Categoria 1
CAB 1,5% Irritante severo Sem predicdo Irritante severo Irritante severo Categoria 1

Polissorbato 20 (100%0)
Polissorbato 20 (10%0)
CCMG 3%

CCMG 1,5%

Dimeticone (100%b)

Ciclopentasiloxano
(100%)

Irritante severo

Irritante moderado

Irritante severo
Irritante severo

Na&o irritante

Ndo irritante

Sem categoria
Sem predicdo
Sem categoria

Sem categoria

Sem categoria

Irritante discreto
Irritante severo
Irritante discreto

Nao irritante

Nao irritante

Irritante discreto
Irritante severo
Irritante discreto

N&o irritante

Nao irritante

Sem Categoria
Sem Categoria
Categoria 1
Categoria 1

Sem categoria

Sem categoria

- Amostras ndo avaliadas

* Baseado na Ficha de Seguranca do Produto Quimico (FISPQ) segundo a classificacdo GHS:
Categoria 1: irritante severo

Categoria 2A: irritante

Categoria 2B: irritante leve
Sem categoria: ndo irritante

56
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5.5 Proposta de estratégia para a avaliacdo do potencial de irritacdo ocular

Diante dos resultados obtidos no presente trabalho, a seguinte estratégia foi proposta
para a avaliacdo do potencial de irritacdo ocular de ingredientes cosméticos, 0s quais possuem
auséncia presumida de risco nas concentracdes utilizadas em produtos cosméticos (Figura 32):
em um primeiro nivel de avaliacéo, deve-se utilizar o ensaio de HET-CAM, o qual avalia os
eventos vasculares de hiperemia, hemorragia e coagulacdo que possam ocorrer na CAM apos
a exposicdo do ingrediente, mimetizando, assim, a conjuntiva ocular. Em seguida, no 2° nivel
de avaliacdo, todos os ingredientes em estudo devem ser avaliados pelo ensaio de BCOP, o
qual avalia seus efeitos sobre a cdrnea, ou seja, se ele é capaz de alterar a opacidade e a
permeabilidade da mesma. Ao término dessa etapa, a seguinte analise deve ser feita:

e se o ingrediente for classificado como irritante severo nos ensaios de HET-CAM e de
BCOP, a avaliagdo desse ingrediente termina nessa etapa, sendo classificado como GHS
categoria 1 ou irritante severo/corrosivo;

e se o ingrediente for classificado como néo irritante nos ensaios de HET-CAM e de
BCOP, a avaliacdo desse ingrediente também termina nessa etapa, sendo classificado
como GHS sem categoria ou ndo irritante;

e se 0 ingrediente apresentar potencial irritante (severo, moderado ou leve) no ensaio de
HET-CAM e, no ensaio de BCOP, ele for classificado como sem predigdo ou GHS sem
categoria (ndo irritante), esse produto deve avancar para a proxima etapa, a avaliacdo
histopatoldgica.

Nesse 3° nivel de avaliacdo, o ingrediente é avaliado pela histopatologia quanto ao
grau e a profundidade da lesdo que ele provocou na cornea bovina, possibilitando, até mesmo,
inferir sobre a reversibilidade da leséo. Isso € possivel porque o epitélio da cornea responde
rapidamente a lesdo provocada pelo produto quimico, por isso ele requer uma renovacdo
constante das suas células. As células basais, as Unicas que sofrem mitose, migram da camada
inferior do epitélio para as camadas superiores, diferenciando-se em células asas e escamosas.
Consequentemente a superficie do epitélio é renovada continuamente ou reparada no caso de
algum dano (FURUKAWA et al., 2015). Em seres humanos, a renovacao epitelial ocorre
aproximadamente de 7-10 dias (DANIELS et al., 2001). Assim, quanto mais profunda a lesédo
menor é chance de ocorrer reversibilidade dos danos. Portanto, o produto quimico estudado
nessa etapa da avaliacdo podera ser classificado como néo irritante ou irritante discreto, leve,
moderado ou Severo.

E importante ressaltar que o produto quimico deve passar, obrigatoriamente, pelos

dois primeiros niveis de avaliagdo do potencial de irritagdo ocular porque cada um deles
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avalia diferentes estruturas oculares e diferentes mecanismos de toxicidade, ou seja, no HET-
CAM, hé a simulagdo da conjuntiva ocular e avaliacdo dos eventos vasculares, enquanto no

BCOP ¢ avaliada a cdrnea quanto as alteracdes na sua opacidade e na sua permeabilidade.

Figura 32 — Esquema representativo da proposta de estratégia de avaliacdo do potencial de irritacdo
ocular de ingredientes cosméticos

1° nivel HET-CAM
‘ritante sever [rritante severo, .
Irritante severo Nio uritante
moderado . leve ou
ndo irritante
v
2%nivel BCOP
Irritante Sem predigdo GHS sem
Irri SEVero/Corrosivo (GHS cat. 2) ou Cmeg‘m‘a GHS sem
rritante . (GHS cat. 1) GHS sem categoria (ndo wrrtante) o
SEVero/corrosivo <€ (ndo irritante) L 5 categoria
(GHS cat. 1) (nio irritante)
v
3°nivel HISTOPATOLOGIA
Irrvitante  Irritante  Irritante Irritante Nao
severo/  moderado leve discreto Irritante

COrrosivo
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De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, pode-se afirmar que os objetivos
propostos foram cumpridos, ou seja, foi avaliado o potencial de irritacdo ocular dos
tensoativos e dos silicones pelos métodos propostos, HET-CAM e BCOP, e como ferramenta
complementar foi feita a avaliacdo histopatoldgica das corneas.

No ensaio de HET-CAM, todos os tensoativos apresentaram potencial de irritagdo
ocular, enquanto os silicones ndo foram irritantes. Assim, esse método mostrou-se bastante
sensivel e adequado para a avaliacdo do potencial de irritacdo ocular de ingredientes
cosméticos na conjuntiva.

J& no ensaio de BCOP foi possivel verificar que a maioria dos tensoativos ndo
provocou grandes alteragdes de opacidade e, sim, de permeabilidade, resultando em escore de
irritacdo intermediario e, consequentemente, eles foram classificados como sem predi¢do. Os
silicones ndo provocaram irritacdo na cdrnea, sendo classificados como ndo irritantes nesse
ensaio também.

A avaliacdo histopatoldgica foi capaz de distinguir o potencial de irritacdo ocular dos
tensoativos classificados como sem predi¢do no ensaio de BCOP e daqueles (polissorbato 20
a 10% e CCMG 1,5%) que foram considerados nao irritantes no BCOP e irritantes severos no
HET-CAM. Os silicones ndo provocaram alteracdes histopatoldgicas na cérnea. Dessa forma,
a avaliacdo histopatoldgica foi muito importante para a predicdo da toxicidade ocular dos
ingredientes cosméticos estudados.

Baseado nos ensaios realizados foi obtido a classificacao final do potencial de irritacdo
ocular de cada substancia teste nas diferentes concentracdes. Com isso, foi possivel, ainda,
demonstrar que os ensaios foram sensiveis a pequenas variagdes nas concentracdes de uso e
tem grande utilidade para avaliar a toxicidade de solu¢fes diluidas e assim, servir como ponto
de partida para a predicdo de sua toxicidade no produto final.

Por fim, a estratégia proposta para a avaliacdo do potencial de irritacdo ocular é
bastante promissora para avaliar ingredientes e produtos cosméticos, pois é possivel avaliar 0s
eventuais danos que eles podem causar na conjuntiva ocular e na cornea por diferentes

mecanismos toxicoldgicos, predizendo, assim, a toxicidade ocular desses produtos.
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APENDICE A - Escore de hiperemia, hemorragia e coagulacio e escore de irritacio (MSc)
com o desvio padrdo de cada substancia estudada estudadas (SDS 1%, LESS 27%, 10%, 7% e
1%, CGS 3% e 1,5%, polissorbato 20 a 100% e 10%, CAB 3% e 1,5) no ensaio de HET-
CAM

Substéancia / Escore de
concentracéo (%)/ Hiperemia Hemorragia Coagulacéo irritagdo
n° replicata (MSc)
SDS 1% (1) tempo de inicio oculta 14s X e
intensidade X severa ) e ——
escore 5 7 X 12
SDS 1% (2) tempo de inicio oculta 16s X e
intensidade X severa X e
escore 5 7 12
SDS 1% (3) tempo de inicio oculta 14s X e
intensidade X severa X e
escore 5 7 X 12
SDS 1% (4) tempo de inicio oculta 27s X e
intensidade X severa X e
escore 5 7 X 12
SDS 1% (5) tempo de inicio oculta 26s X e
intensidade X severa X e
escore 5 7 X 12
SDS 1% (6) tempo de inicio oculta 17s X e
intensidade X severa X e
escore 5 7 X 12
SDS 1% (7) tempo de inicio oculta 20s X e
intensidade X severa ) e —
escore 5 7 X 12
SDS 1% (8) tempo de inicio oculta 18s X e
intensidade X severa ) e —
escore 5 7 X 12

Média + DP 12,00 +£ 0,00

LESS 27% (1) tempo de inicio oculta 35s 46s 0 -
intensidade X moderada severa  -mmem-ee--
escore 3 5 7 15

LESS 27% (2) tempo de inicio oculta 33s 54s -
intensidade X moderada severa  -mmem-ee--
escore 3 5 7 15

continua
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continuagéo

Substéancia / Escore de
concentracao (%)/ Hiperemia Hemorragia Coagulacéo irritacdo
n° replicata (MSc)
LESS 27% (3) tempo de inicio oculta 20s 455  meeeeeee-
intensidade X leve [ R —
escore 5 7 7 19
LESS 27% (4) tempo de inicio oculta 14s Iminl7s -memmemee-
intensidade X moderada severa = -mm-mmeee-
escore 5 7 7 19
LESS 27% (5) tempo de inicio oculta 11s 53s e
intensidade X moderada severa = -mm-mmeee-
escore 5 7 7 19
LESS 27% (6) tempo de inicio oculta 8s 1min44s -
intensidade X moderada severa  -----m-e-
escore 5 7 7 19
LESS 27% (7) tempo de inicio oculta 25s 1min26s -
intensidade X leve severa = mmemmmeme-
escore 5 7 7 19
LESS 27% (8) tempo de inicio oculta 16s Imin28s -
intensidade X leve severa = mmemmmeme-
escore 3 7 7 17
Média+DP 17,85+1,95
LESS 10% (1) tempo de inicio 10s 26's Iminlds -
intensidade leve leve moderada ~ ----------
escore 5 7 5 17
LESS 10% (2) tempo de inicio 4s 34s 1min26s -
intensidade leve leve moderada ~ ----------
escore 5 5 5 15
LESS 10% (3) tempo de inicio 5s 23s L - T ——
intensidade leve leve moderada ~ ----------
escore 5 7 5 17
LESS 10% (4) tempo de inicio 11s 35s >3min -
intensidade leve moderada leve e
escore 5 5 5 15
LESS 10% (5) tempo de inicio 8s 33s 3min34s -
intensidade leve moderada leve e
escore 5 5 5 15
LESS 10% (6) tempo de inicio oculta 355 53s -
intensidade X moderada moderada ~ ----------
escore 3 5 7 15

continua



71

continuagdo

Substéancia / Escore de
concentracao (%)/ Hiperemia Hemorragia Coagulacéo irritacdo
n° replicata (MSc)
LESS 10% (7) tempo de inicio 33s 595 >3min e
intensidade leve moderada leve e
escore 3 5 5 13
LESS 10% (8) tempo de inicio 15s 355 >2min -
intensidade leve moderada leve e
escore 5 5 5 15
Média+ DP 15,25+ 1,28
LESS 7% (1) tempo de inicio oculta 34s >2min -
intensidade X severa leve e
escore 3 5 5 13
LESS 7% (2) tempo de inicio oculta 31s >2min -
intensidade X severa [ R —
escore 3 5 5 13
LESS 7% (3) tempo de inicio oculta 17s >2min -
intensidade X severa [ R —
escore 5 7 5 17
LESS 7% (4) tempo de inicio oculta 33s >2min -
intensidade X severa [ R —
escore 3 5 5 13
LESS 7% (5) tempo de inicio oculta 11s >2min -
intensidade X severa [ R —
escore 5 7 5 17
LESS 7% (6) tempo de inicio oculta 17s >2min -
intensidade X severa [ R —
escore 5 7 5 17
LESS 7% (7) tempo de inicio oculta 17s >2min -
intensidade X severa leve -
escore 5 7 5 17
LESS 7% (8) tempo de inicio oculta 16s >2min -
intensidade X severa leve e
escore 5 7 5 17
Média+ DP 15,50 + 2,07
LESS 1% (1) tempo de inicio oculta 39s X e
intensidade X severa X e
escore 3 5 X 8

continua



continuagdo

Substancia / Escore de
concentracao (%)/ Hiperemia Hemorragia Coagulacéo irritacdo
n° replicata (MSc)
LESS 1% (2) tempo de inicio oculta 33s X e
intensidade X severa ) e ——
escore 3 5 X 8
LESS 1% (3) tempo de inicio oculta 20s X -
intensidade X severa X e
escore 5 7 X 12
LESS 1% (4) tempo de inicio oculta 31s X -
intensidade X severa ) e ——
escore 3 5 X 8
LESS 1% (5) tempo de inicio oculta 41s X e
intensidade X severa ) e —
escore 3 5 X 8
LESS 1% (6) tempo de inicio oculta 29s X e
intensidade X severa ) e —
escore 5 7 X 12
LESS 1% (7) tempo de inicio oculta 34s X e
intensidade X severa ) e —
escore 3 5 X 8
LESS 1% (8) tempo de inicio oculta 38s X e
intensidade X severa X e
escore 3 5 X 8
Média+ DP 9,00+ 1,85
CGS 3% (1) tempo de inicio oculta 26s X e
intensidade X moderada ) e —
escore 5 7 X 12
CGS 3% (2) tempo de inicio oculta 16s X e
intensidade X severa ) e —
escore 5 7 X 12
CGS 3% (3) tempo de inicio oculta 16s X e
intensidade X severa X e
escore 5 7 X 12
CGS 3% (4) tempo de inicio oculta 16s X e
intensidade X severa X e
escore 5 7 X 12
CGS 3% (5) tempo de inicio oculta 15s X e
intensidade X severa X e
escore 5 7 X 12

continua



73

continuacdo

Substéancia / Escore de
concentracao (%)/ Hiperemia Hemorragia Coagulacéo irritacdo
n° replicata (MSc)
CGS 3% (6) tempo de inicio oculta 25s X -
intensidade X severa ) e ——
escore 5 7 X 12
CGS 3% (7) tempo de inicio oculta 25s X -
intensidade X moderada X e
escore 5 7 X 12
CGS 3% (8) tempo de inicio oculta 16s X -
intensidade X severa ) e ——
escore 5 7 X 12
Média+ DP 12,00 £+ 0,00
CGS 1,5% (1) tempo de inicio oculta 24 s X e
intensidade X leve X e
escore 5 7 X 12
CGS 1,5% (2) tempo de inicio oculta 30s X e
intensidade X leve X e
escore 5 7 X 12
CGS 1,5% (3) tempo de inicio oculta 17s X e
intensidade X severa X e
escore 5 7 X 12
CGS 1,5% (4) tempo de inicio oculta 29s X e
intensidade X leve ) e —
escore 5 7 X 12
CGS 1,5% (5) tempo de inicio oculta 25s X e
intensidade X leve ) e —
escore 5 7 X 12
CGS 1,5% (6) tempo de inicio oculta 26s X e
intensidade X moderado ) e —
escore 5 7 X 12
CGS 1,5% (7) tempo de inicio oculta 15s X e
intensidade X severa X e
escore 5 7 X 12
CGS 1,5% (8) tempo de inicio oculta 29s X e
intensidade X moderada X e
escore 5 7 X 12
Média+ DP 12,00 £ 0,00

continua
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continuacdo

Substéancia / Escore de
concentracao (%)/ Hiperemia Hemorragia Coagulacéo irritacdo
n° replicata (MSc)
Polissorbato 20 tempo de inicio X 49s Imim51ls —mmemmeee-
100% (1)

intensidade X leve [ R ——

escore X 5 7 12
Polissorbato 20 tempo de inicio X 38s Imiml3s -------
100% (2)

intensidade X moderada moderada ~ ----------

escore X 5 7 12
Polissorbato 20 tempo de inicio X 1mimO08s 2mim07s e
100% (3)

intensidade X leve [ R —

escore X 5 5 10
Polissorbato 20 tempo de inicio 32s 58s X e
100% (4)

intensidade leve leve ) G

escore 3 5 X 8
Polissorbato 20 tempo de inicio oculta 23s X e
100% (5)

intensidade X moderada )

escore 5 7 X 12
Polissorbato 20 tempo de inicio 32s 2mim12s ) G —————
100% (6)

intensidade leve leve X e

escore 3 3 X 6
Polissorbato 20 tempo de inicio 36s 1mim14s ) G ——
100% (7)

intensidade leve leve ) G ——

escore 3 5 X 8

Média+DP 9,71 + 2,43

Polissorbato 20 tempo de inicio 39s 1mim58s ) G ——
10% (1)

intensidade leve leve ) G ——

escore 3 5 X 8
Polissorbato 20 tempo de inicio X 30s X e
10% (2)

intensidade X leve X e

escore X 7 X 7

continua
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continuagéo

Substéancia / Escore de
concentracao (%)/ Hiperemia Hemorragia Coagulacéo irritacdo
n° replicata (MSc)
Polissorbato 20 tempo de inicio X 48 s X e
10% (3)
intensidade X leve ) e ——
escore X 5 X 5
Polissorbato 20 tempo de inicio X 1mimO01s X e
10% (4)
intensidade X leve X e
escore X 5 X 5
Polissorbato 20 tempo de inicio 43s 2 mim ) G ———
10% (5)
intensidade leve leve X e
escore 3 3 X 6
Polissorbato 20 tempo de inicio > 2 mim 2 mim X e
10% (6)
intensidade leve leve X e
escore 1 3 X 1
Polissorbato 20 tempo de inicio X 1mim38s X e
10% (7)
intensidade X leve ) e —
escore X 5 X 5
Polissorbato 20 tempo de inicio 33s 41s X e
10% (8)
intensidade leve leve ) G
escore 3 5 X 8
Média+ DP 5,62 + 2,26
CCMG 3% (1) tempo de inicio oculta 16s X e
intensidade X severa ) e —
escore 5 7 X 12
CCMG 3% (2) tempo de inicio oculta 16s X e
intensidade X severa ) e —
escore 5 7 X 12
CCMG 3% (3) tempo de inicio oculta 12s X e
intensidade X severa X e
escore 5 7 X 12
CCMG 3% (4) tempo de inicio oculta 14s X e
intensidade X severa X e
escore 5 7 X 12

continua
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CCMG 3% (5) tempo de inicio oculta 27s X e
intensidade X severa ) G —
escore 5 7 X 12
CCMG 3% (6) tempo de inicio oculta 18s X e
intensidade X severa ) G —
escore 5 7 X 12
CCMG 3% (7) tempo de inicio oculta 11s X e
intensidade X severa X e
escore 5 7 X 12
CCMG 3% (8) tempo de inicio oculta 14s X -
intensidade X severa X e
escore 5 7 X 12
Média+ DP 12,00 + 0,00
CCMG 1,5% (1)  tempo de inicio oculta 20s X e
intensidade X moderada X e
escore 5 7 X 12
CCMG 1,5% (2)  tempo de inicio oculta 29s X e
intensidade X moderada X e
escore 5 7 X 12
CCMG 1,5% (3)  tempo de inicio oculta 28s X e
intensidade X moderada X e
escore 5 7 X 12
CCMG 1,5% (4)  tempo de inicio oculta 27s X -
intensidade X moderada X e
escore 5 7 X 12
CCMG 1,5% (5)  tempo de inicio oculta 18s X -
intensidade X leve X e
escore 5 7 X 12
CCMG 1,5% (6)  tempo de inicio oculta 19s X e
intensidade X leve ) G —
escore 5 7 X 12
CCMG 1,5% (7)  tempo de inicio oculta 27s X e
intensidade X moderada X e
escore 5 7 X 12
CCMG 1,5% (8)  tempo de inicio oculta 25s X -
intensidade X moderada X e
escore 5 7 X 12

Média + DP 12,00 + 0,00

continua



77

continuagéo

Substancia / Escore de
concentracao (%)/ Hiperemia Hemorragia Coagulacéo irritacdo
n° replicata (MSc)
CAB 3% (1) tempo de inicio oculta 9s 36s 0 e
intensidade X severa moderada ~ ----------
escore 5 7 7 19
CAB 3% (2) tempo de inicio oculta 10s Imim28s -----mee-
intensidade X severa moderada ~ ----------
escore 5 7 7 19
CAB 3% (3) tempo de inicio oculta 12s 58s e
intensidade X severa moderada ~ ----------
escore 5 7 7 19
CAB 3% (4) tempo de inicio oculta 11s 3ls e
intensidade X severa moderada ~ ----------
escore 5 7 7 19
CAB 3% (5) tempo de inicio oculta 14s Imim4ls ---memee-
intensidade X severa leve e
escore 5 7 7 19
CAB 3% (6) tempo de inicio oculta 10s Imim53s ----eeeee-
intensidade X severa leve e
escore 5 7 7 19
CAB 3% (7) tempo de inicio oculta 9s Imim23s --ememee-
intensidade X severa [ R —
escore 5 7 7 19
CAB 3% (8) tempo de inicio oculta 11s Imim20s = -----mee-
intensidade X severa [ R —
escore 5 7 7 19
Média+ DP 19,00 + 0,00
CAB 1,5% (1) tempo de inicio oculta 15s >2mim -
intensidade X severa leve e
escore 5 7 5 17
CAB 1,5% (2) tempo de inicio oculta 15s >2mim -
intensidade X severa leve e
escore 5 7 5 17
CAB 1,5% (3) tempo de inicio oculta 14s >2mim -
intensidade X severa leve -
escore 5 7 5 17

continua
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continuagéo

Substancia / Escore de
concentracao (%)/ Hiperemia Hemorragia Coagulacéo irritacdo
n° replicata (MSc)
CAB 1,5% (4) tempo de inicio oculta 17s >2mim -
intensidade X severa [ R —
escore 5 7 5 17
CAB 1,5% (5) tempo de inicio oculta 15s X -
intensidade X severa ) e ——
escore 5 7 X 12
CAB 1,5% (6) tempo de inicio oculta 17s Imim04s ------e--
intensidade X severa moderada ~ ----------
escore 5 7 7 19
CAB 1,5% (7) tempo de inicio oculta 12s X e
intensidade X severa ) e —
escore 5 7 X 12
CAB 1,5% (8) tempo de inicio oculta 10s 48s 0 -
intensidade X severa moderada ~ ----------
escore 5 7 7 19
Média+ DP 15,62 + 3,11

conclusado



