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RESUMO

Os objetivos deste trabalho foram comparar os métodos in vivo e in vitro na avaliagdo da toxicidade
dérmica e estimar a qualidade microbioldgica de 60 amostras de produtos de higiene descartaveis
comercializados na cidade de S&o Paulo. Nos testes de toxicidade in vivo foram utilizados o “Método de
Draize” e 0 “Método Modificado por Magnusson e Kligman” e nos testes in vitro o Método de “difusdo
em agar”, empregando as linhagens celulares, NCTC clone 929 (ATCC- CCL1) e SIRC (ATCC-CCL-
60). A analise microbiolégica foi realizada de acordo com o “Bacteriological Analytical Manual On
Line”, 2001. Os produtos analisados ndo apresentaram irritacdo dérmica primaria, cumulativa e
sensibilizagdo cutanea, mas nos testes in vitro, foi observada em 18 amostras toxicidade leve a severa,
com indice de zona (1Z) variando de 2,0 - 4,0 nas duas linhagens celulares testadas. A analise
microbioldgica apresentou nimero elevado de bactérias aerdbias mesofilas, resultados positivos para
bolores, presenca de Enterobacter sp, Enterobacter agglomerans e Enterobacter cloacae. De acordo
com os resultados obtidos e para garantir a seguranca da satde do usuario recomenda-se que, além dos
testes ja mencionados pela legislacdo vigente, seja também preconizado teste de citotoxicidade in vitro,
para os produtos de uso interno e externo. A realizacéo prévia deste teste pode se constituir em mecanismo
de triagem.
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ABSTRACT

The purpose of this study was to compare both in vivo and in vitro methods evaluating toxicity and
microbiological quality of 60 disposable hygienic products samples commercialized in the city of S&o
Paulo. For in vivo toxicity testing, both “Draize”, and modified Magnusson-Kligman Method” were
carried out, and “agar diffusion” was used for in vitro testing, employing NCTC clone 929 (ATCC-
CCL1) and SIRC (ATCC-CCL-60) cell lines. Microbiological analysis was performed according to
“Bacteriological Analytical Manual On Line”, 2001. The analyzed products neither caused primary
skin rash, nor cumulative dermal rash, nor cutaneous sensitization, though on in vitro test, slight to
severe toxicities were observed in 18 samples on both cell lines, with zone index (ZI) of 2.0 — 4.0.
Microbiological analysis revealed high number of mesophilic aerobic microorganisms counting, positive
results for molds, and presence of Enterobacter sp, Enterobacter agglomerans and Enterobacter cloacae.
Based on the observed data in order to guarantee the consumer - health safety it should be stated the use
of in vitro cytotoxicity test for both  products of internal and external use, in addition to the tests
referred by effective Brazilian laws. The preceding accomplishment of this test might be established as
screening test.
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INTRODUCAO

Com o desenvolvimento tecnoldgico na area industrial,
os produtos descartaveis para higiene pessoal adquiriram ampla
aceitacdo pelo mercado consumidor. Entre estes produtos, 0s
mais utilizados sao fraldas descartaveis infantis e geriatricas,
absorventes femininos de uso externo e interno, absorventes
de leite materno, algoddo hidrdfilo e lengos umedecidos. Essa
classe de produtos esta dispensada de registro junto a ANVISA
do Ministério da Saude, porém sujeita ao regime de Vigilancia
Sanitaria, sendo que o fabricante, importador ou distribuidor
sdo responsaveis pelo seu controle.

A legislacdo brasileira® da Secretaria Nacional de
Vigilancia Sanitaria exige somente os testes de irritagdo dérmica
priméaria, cumulativa, sensibilizacdo cutanea e anélise
microbiolégica para os produtos acabados de uso externo e
interno, e para as matérias primas de produtos de uso interno
incluem também o teste de citotoxicidade in vitro. A avaliacdo
in vitro vem apresentando crescente importancia nos testes para
deteccdo da toxicidade de biomateriais que entram em contato
direto ou indiretamente com o ser humano, sendo que as
culturas celulares indicam maior sensibilidade,
reprodutibilidade, rapidez e menor custo em relacéo aos testes
em animais 23,

Como estes produtos podem gerar problemas de satde
publica, foi realizado um estudo para avaliar a sua qualidade
sanitaria. Além dos testes preconizados pela legislagao vigente,
foi incluido o teste de citotoxicidade in vitro para os produtos
acabados de uso externo e interno, em razdo dos freqlientes
relatos na literatura?, de dermatites em criancas e adultos,
irritacdo ocasionada pelo “latex” das fraldas e de outros
componentes utilizados no processo de fabricagéo.

A dermatite, popularmente, chamada de assadura,
stricto sensu é ocasionada por contato com um irritante
primario na regido da fralda, afetando mais de 50% dos infantes
entre o sétimo e décimo segundo més de vida. Habitualmente,
manifesta-se com quadro de leve intensidade como uma erupc¢ao
eritematosa tipica podendo também se apresentar de forma
atipica, mais grave e com elementos eruptivos de outras
dermatoses. A dermatite de “Jacquet” é uma forma clinica
incomum e grave da dermatite de fralda*. Na maioria das vezes,
este quadro dermatoldgico é decorrente da acdo irritante do
material constituinte da fralda combinada com a dos materiais
biologicos (urina, suor, fezes e de outras secrecdes), também
conhecida como dermatite amoniacal®®’. Uma vez instalada, a
possibilidade de invasdo local por germes existentes
normalmente na pele ou veiculados pelos detritos aumenta
consideravelmente, podendo um eritema ser transformado
numa lesdo mais grave, infectada por leveduras ou bactérias®.
O fator isolado mais importante da dermatite de fraldas é a
producdo de amoénia a partir da uréia, por atividade de certas
bactérias. O pH da urina, ap6s decomposicdo por bactérias
urease-positivas, torna-se fortemente alcalino e irritante para
a superficie cutanea que é normalmente acida®%®°, A friccdo e

a maceracdo sdo fatores predisponentes frequentemente
necessarios para o desenvolvimento dessa afecgdo. As fezes
sdo consideradas o elemento principal envolvido na génese da
doenga, em que as enzimas lipoliticas e proteoliticas fecais
agem como fatores desencadeantes®5°.

Os objetivos deste trabalho foram comparar os métodos
referentes aos testes de irritagdo dérmica primaria e
citotoxicidade para viabilizar a substituigdo do método in vivo
pelo in vitro, possibilitando a diminuicdo do uso de animais
em testes laboratoriais. Assim como avaliar a qualidade
sanitaria dos produtos higiénicos descartaveis disponiveis no
comércio na cidade de Sdo Paulo, quanto a qualidade
microbioldgica.

MATERIAIS E METODOS

Foram analisadas 60 amostras de produtos de higiene,
de diversas marcas, tais como fraldas descartaveis, absorventes
higiénicos femininos de uso externo e interno, absorventes de
leite materno, algoddo hidrdéfilo e lengos umedecidos.

As avaliacBes in vivo foram feitas pelos ensaios de
irritagdo dérmica priméria e cumulativa, utilizando 6 coelhos
albinos da raca Nova Zelandia, pesando de 2 a 2,5 Kg, sendo
a irritagdo dérmica priméria realizada com uma Unica aplicacéo
e no ensaio de irritagdo dérmica cumulativa foram feitas 10
aplicagdes consecutivas. Os indices de irritagdo foram obtidos
de acordo com 0 método de Draize*%,

O ensaio de sensibilizacdo cutanea foi realizado pelo
método Modificado de Magnusson e Kligman 2131415 ytilizando
20 cobaias albinas de raga Swiss, pesando em torno de 300
gramas. Os resultados sdo considerados negativos quando
nenhum dos animais apresenta reagdo macroscoépica.

Para avaliacdo in vitro, foi realizado teste de
citotoxicidade pelo método de difusdo em agart231617 utilizando
linhagens celulares certificadas provenientes da American
Type Culture Collection (ATCC).

As linhagens celulares NCTC clone 929 (ATCC-CCL-
1), de tecido conjuntivo de camundongo e a SIRC (ATCC-
CCL-60) de cornea de coelho foram semeadas em placas de
Petri de 60 x 15 mm, na concentracéo de 3,0 x 10° células/mL
de meio minimo de Eagle (MEM) com 10% de soro fetal bovino
(SBF) sem antibidtico e incubadas durante 48 horas a 37 °C,
em estufa com ambiente de 5% de CO,. Apos a formagdo da
monocamada celular, o meio liquido foi descartado e adicionado
volume de 5 mL do meio sélido composto de partes iguais de
MEM (duas vezes concentrado) e agar (Bacto- Difco)a 1,8 %
com 0,01% de vermelho neutro como corante vital.

As leituras das placas foram feitas macroscopicamente
e microscopicamente, observando-se a presenca do halo claro
ao redor do material toxico correspondente as células mortas,
que ndo incorporaram o corante vital. Quando aplicavel, os
didmetros dos halos resultantes do efeito citotoxico foram
cuidadosamente medidos usando paquimetro calibrado e
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classificados em indices de zona (1Z) de acordo com a
Farmacopéia Americana®’.

Todas as amostras foram testadas em triplicata e, como
controle negativo e positivo, foram utilizados respectivamente
disco de papel de filtro atoxico com 0,5 cm de didmetro e
fragmentos com 0,5 cm x 0,5 cm de latex toxico.

Na analise microbiolégica, uma peca inteira da amostra
foi pesada em involucro de plastico estéril e acrescentada agua
peptonada tamponada a 1% (APT 1%) em volume
proporcional ao peso, para resultar na dilui¢do de 10 ou 102
Em seguida, as dilui¢cbes foram semeadas para as seguintes
determinagfes de acordo com Bacteriological Analytical
Manual On Line: contagem em placas de bactérias aerébias
mesofilas, pesquisa de coliformes totais, contagem de clostridio
sulfito redutor e contagem de bolores e leveduras. Apos a
semeadura, o invélucro plastico contendo a amostra e 0
diluente (APT 1%) foi incubado a 35 °C por 48 horas para
enriquecimento e foram realizados os ensaios de pesquisa de
coliformes totais, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus
aureus.

RESULTADOS E DISCUSSAO

In vivo

Os resultados obtidos foram todos negativos para 0s
testes de irritacdo dérmica primaria, cumulativa e
sensibilizacdo cutanea.

In vitro

No teste de citotoxicidade in vitro foi observada
toxicidade variando de leve a severa, com indice de zona entre
(2,0 — 4,0), nas duas linhagens celulares NCTC clone 929 e
SIRC, em dez fraldas na regido de elastico, uma fralda na regido
do adesivo, dois absorventes maternos na regido externa e cinco
amostras de lencos umedecidos, conforme mostra a Tabela 1.

Nas fraldas, observou-se que a regido que mais
apresentou toxicidade foi a do elastico, cuja matéria prima era
o “latex”. Atualmente, as empresas de grande porte
substituiram este material por “lycra”, porém existem pessoas
com intuito de aumentar a renda, fabricam fraldas descartaveis
em casa e desconhecem tal fato, comprometendo a qualidade
de seus produtos.

No adesivo das fraldas, absorvente de leite materno e
lencos umedecidos, supBe-se que a toxicidade apresentada possa
estar relacionada a qualidade da cola, do material utilizado e a
presenca de fragrancias.

In vivo X in vitro

Na Farmacopéia Americana'’ o indice de toxicidade
aceitavel para os produtos hospitalares é até 1Z=2 (leve
toxicidade), e comparando os valores obtidos nos testes de
irritagdo dérmica priméria e teste de citotoxicidade, observou-
se que 30% das amostras apresentaram efeito toxico no teste
de citotoxicidade in vitro nas duas linhagens celulares e 70%
foram negativos tanto nos ensaios in vitro como in vivo,
conforme mostram a Figura 1 e a Figura 2.

Tabela 1. Média dos didmetros dos halos de toxicidade (cm) e sua classificacdo em indice de zona (1Z) obtidos nas diferentes
amostras de produtos descartaveis para as linhagens celulares NCTC clone 929 e SIRC.

Amostras NCTC clone 929 SIRC
Meédia (cm) 1z Meédia (cm) 1z
Fraldas 1 0,68 3,0 0,63 3,0
2 0,63 3,0 0,53 3,0
3 0,57 3,0 0,67 3,0
4 0,78 3,0 0,60 3,0
5 0,43 2,0 0,10 2,0
6 0,82 3,0 0,70 3,0
7 0,80 3,0 0,80 3,0
8 1,25 4,0 1,17 4,0
9 0,85 3,0 0,80 3,0
10 0,78 3,0 0,67 3,0
11 0,78 3,0 0,67 3,0
Absorventes maternos 1 0,27 2,0 0,25 2,0
2 0,27 2,0 0,25 2,0
Lencos umedecidos 1 0,13 2,0 0,13 2,0
2 0,13 2,0 0,10 2,0
3 0,27 2,0 0,00 2,0
4 0,28 2,0 0,00 2,0
5 0,13 2,0 0,10 2,0
Papel de Filtro Controle - 0,00 0,0 0,00 0,0
Latex Controle + 0,70 3,0 0,70 3,0
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1 -2 placas das linhagens celulares SIRC e NCTC clone 929 mostrando o efeito citotdoxico como um
halo claro formado por células mortas.

3-4 — Fotomicrografias de linhagens celulares SIRC E NCTC clone 929 mostrando o efeito
citotoxico representado por células mortas sem o corante vital.

Figura 1. Método de citotoxicidade in vitro

O Reacéo positiva "in vitro"

Reagéo negativa "in vivo" e "in vitro"

Figura 2. Porcentagem de amostras positivas no teste de toxicidade in vitro.

Analise microbioldgica

A andlise microbiol6gica apresentou resultados
positivos para bolores em quatro fraldas descartaveis
industrializadas, contagens variando de 1,1 x 10°a 3,3 X 108
UFC/g e a presenga de Enterobacter sp em algod&o ortopédico,
Enterobacter agglomerans em uma fralda de origem caseira
e Enterobacter cloacae em algoddo hidréfilo. Estas

contaminagdes podem ter ocorrido, provavelmente, durante o
armazenamento e/ou devido & origem da matéria prima
utilizada. O isolamento das bactérias Enterobacter sp,
Enterobacter agglomerans e Enterobacter cloacae foi obtido
apos o enriquecimento em agua peptonada tamponada a 1%,
a partir do qual foi realizada a inoculagdo em caldo lauril
sulfato, plaqueamento em agar eosina azul de metileno,
segundo Levine!®, isolamento no meio IAL e posterior
identificagdo bioquimica neste Instituto. Duas amostras de
algoddo ortopédico apresentaram contagem de bactérias
aerébias mesofilas (3,9 x 10%e 4,2 x 10* UFC/g), acima do
limite tolerado pela legislagdo em vigor!. Todas as amostras
apresentaram pesquisa negativa para E. coli, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, clostridio sulfito redutor e
leveduras.

CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos observou-se que
além dos testes preconizados pela legislagdo brasileira vigente,
o teste de citotoxicidade in vitro também deve ser recomendado
para os produtos acabados de uso externo e interno, sendo
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uma técnica rapida de baixo custo e alta sensibilidade, podendo
ser usado como ensaio de triagem. Além disso, podera evitar
problemas de Salde Publica garantindo maior seguranca a
satde do usuario, pois os produtos de higiene sdo utilizados
por tempo prolongado em criancas e adultos, podendo causar
dermatites de contato e infecges.
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