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RESUMO

Os procedimentos descritos por Draize deram origem aos testes de irritac8o ocular e cutanea adotados
internacionalmente paraavaliar produtos e substancias. Entretanto, eles sdo criticados por motivos éticos,
devido a crueldade com os animais, mesmo ap6s diferentes modificagcdes terem sido propostas nos
protocol os originais. Metodol ogias alternativas tém sido estudadas para avaliar atoxicidade de produtos
usados em seres humanos. Entre as mais citadas encontram-se as que utilizam organismos inferiores,
células vivas de mamiferos, sistemas organotipicos e substratos inertes, além de bancos de dados
informati zados e programas que avaliam atoxi cidade pel adeterminacdo de rel agéo estrutura-atividade. Os
métodos utilizando células vivas tém sido muito utilizados para predizer com seguranca a irritacéo,
contribuindo para a reducdo do nimero de animais utilizados nos testes in vivo. Até o momento, ndo
existem métodos validados para substituir os ensaios de irritacdo ocular e cutanea, mas somente para
avaliar substancias corrosivas.
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ABSTRACT

The procedures described by Draize have generated both eye and cutaneous irritation tests, which have
been internationally adopted to eval uate products and substances. However, they have been criticized for
ethical reasons, dueto their cruelty towards animals, even after the proposal of different modificationsin
the original methods. Thus, alternative techniques have been studied to evaluate the toxicity of products
used for human beings. Those, which utilizeinferior organisms, mammal living cells, organotypic systems
and inert substances, besides computerized databanks and programs that eval uate toxicity by determining
the structure-activity relationship. Methods using living cells have been widely used to safety predict
irritation, what contributes to the reduction of animals use for in vivo tests. So far, there are no validated
methods to replace the ocular and cutaneous irritation assays, except for the evaluation of corrosive
substances.
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INTRODUCAO

O potencid irritante de varias substéancias e produtos de
uso humano vem sendo avaliado, desde a década de 40, em
experimentos que utilizam animais de laboratorio. Alguns dos
ensaios adotados para tal finalidade, denominados testes de
irritagdo ocular ou cutanea, ainda hoje adotados pelos érgéos
oficiais, foraminicialmente descritos por Draize.

Procedimentos severos que afetam a seguranca dos
animaisresultam em criticas e discussdes por parte de entidades
ndo governamentais. Métodos alternativos vém sendo
investigados paratentar minimizar este conflito.

TESTES IN VIVO

Desde a antiguidade, varias espécies animais foram
utilizadas como modelos vivos, em estudos de situacfes de
risco, principamente do gas mostarda empregado durante a
guerra, e no desenvolvimento da industria farmacéutica no
seculo XX. O efeito prejudicia para os olhos, ocasionado por
algumas substancias, resultou no desenvolvimento da
toxicologiaocular que utilizava principal mente o coelho, como
modelo de estudo, para as avaliagdes de irritacéio®.

Noinicio dadécadade 40, Jonas S. Friendenwal d prop0s
a graduacao de niveis de severidade, dos diferentes
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componentes da irritagdo ocular, em escalas numéricas. Este
método foi modificado e adotado paraavaliar quantitativamente
substancias perigosas, bem como garantir a seguranca dos
produtos de aplicagado topica que eram aplicados sobre pele e
mucosas ocular e peniana de coelhos albinos da raga Nova
Zelandia. Os coelhos em relagdo aos outros animais possuem
pele permeavel, olhos grandes com anatomia e fisiologia bem
descrita, sdo féceis de manusear, apresentam vantagens no
aspecto econdmico, além de facil aquisicdo®™*.

O teste de irritagdo cuténea, segja do tipo primaria ou
cumulativa, estabel ece graduagdes para reagdes como edemae
eritema. O teste de irritag8o ocular estabel ece graduagtes para
asreacOesobservadas nacornes, irise conjuntiva. Os protocol os
definem o volume, forma de administracéo, intervalos de
observacdo e nimero de animais a serem utilizados. Estes
ensaios, denominados testes de Draize, foram adotados por
muitoslaboratdriosetornaram-se abase paraos métodosoficiais
deavaliacdo deirritacdo dérmicae ocular. Aplicam-se aprodutos
quimicos, de higiene, cosméticos, perfumes e correlatos, que
podem ser, conforme resultados obtidos, classificados em
irritantes e ndo irritantes>*",

Kay e Caandra> propuseram modificagdes quanto ao
critério de avaliagdo, estabelecendo oito classificacfes para o
potencial irritante, com graduagdes intermediarias entre ndo
irritante e maximamente irritante, ao contrério de Draize que
estabel eceu somente dois tipos de classificagdo, irritante e ndo
irritante.

O conceito dos trés Rs (3 Rs), reduction, refinement e
replacement, para o uso de animais, em ensaios ou no
desenvolvimento de pesquisas, foi definido apds a publicagdo
dolivro*“ThePrinciple of Humane Experimental Technique’ de
Russel e Burch em 1959. Este conceito tem como objetivo a
reducdo do nimero de animais, o refinamento dos métodos e a
reposi¢cao ou troca destes métodos por ensaios substitutos ou
alternativos in vitro. Com a publicac&o do livro de Singer em
1975, sobre a éticano tratamento dos animais, o teste ocular de
Draizetornou-se alvo paraas criticas das sociedades protetoras
dos animais®™.

Diferentes modificagdes vém sendo propostas por
pesquisadores de todo mundo envolvendo desde o nimero de
animais, quantidade do produto aplicado, tempo de irrigacéo
apos aplicagdo do produto, periodo de observacdo, graduacdo
e interpretacdo dos resultados. As mais aceitas sdo as que ndo
alteram a precisdo dos resultados obtidos nos ensaios de
irritagdo ocular e cuténea®.

A modificago maiscitadarefere-seao nUmerodeanimais,
originamente nove e atual mente nos protocol os oficiais variando
detrésaseiscoelhos, aexemplo dos protocol osda Organization
for Economic Cooperation and Devel opment (OECD), daFood
and Drug Administration (FDA) e do Ministério da Salde do
Japéo7°’99.

Springer et al.® analisaram a reducéo do nimero de
animais praticada no teste de irritagcdo ocular, por diferentes
entidades internacionais e sugeriram que o uso de seisanimais
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evita, na maioria dos casos, resultados falsos positivos ou
negativos, além de muitas vezes eliminar anecessidade de uma
segunda bateriadetestes. Estas recomendagdes foram adotadas
pelos 6rgdos americanos, enquanto que 0S europeus
recomendam o emprego de até trés animais, dependendo do
tipo de produto a ser avaliado.

Diversos estudos sugerem diminuir a quantidade do
produto a ser aplicado no olho do animal, passando de 0,1 mL
como no método de Draize para 0,01 mL, sem alterar a
sensibilidade do método. A reducéo do volume sugerida visa,
ainda, tornar o ensaio mais préximo do emprego do produto,
passando arefletir o modo de uso real em humanos®“.

Roggeband et al.™, apds avaliarem detergentes liquidos
nas mesmas condi¢des, em voluntarios humanos e coelhos,
confirmaram que o teste de irritacdo ocular com baixo volume
em coel hos permite predizer o perigo deirritag&o ocular no ser
humano, poisasensibilidade geralmente é maior que aobservada
no homem.

Das propostas sugeridas para diminuir o incdmodo
causado pelos produtos, nos animais experimentais, encontra-
se ainda, a recomendagdo do uso de anestésicos, embora estes
possam contribuir paraalterar apermeabilidade da cornea’4482,

O teste de irritacdo dérmica vem sendo modificado por
diferentes agéncias reguladoras, porém sua esséncia continua
sendo a aplicagéo do produto sob oclusdo na pele dorsal do
coel ho, por periodo de 24 horas. Apds, aretiradado produto, 0s
animais sdo observados por intervalos de 24 e 72 horas. A
modificac8o mais citadae adotadacomo oficia pelaOECD, éo
tempo de exposicdo da amostra que passou a ser de quatro
horas, aém do nimero reduzido de animais que passou de seis
para pelo menos trés coelhos. As diferentes variagdes no
procedimento formam a base da classificagéo de corrosdo ou
irritacdo, dependendo da severidade da reacdo da pele, sua
persisténciaereversibilidade™.

Mesmo com algumas modificacdes j& estabelecidas, o
teste de Draize continua sendo muito combatido por
organizacdes ndo governamentais de protecdo animal. Os
cientistas ndo tém medido esforcos para que haja uma
harmonizacdo dos ensaios e a implementacéo dos 3Rs, nas
institui cAes de pesquisa e educacionais dos pai ses da Europa®.

A FDA jéa aceita sem a necessidade de correlagdo com
teste in vivo, o teste in vitro Limulus amebdcito lisado (LAL)
para deteccdo de endotoxinas bacterianas nos produtos
injetaveis de uso humano e animal, como substituto do teste de
pirogénio em coel hos. Ostestesdeirritacéo ocular e cuténeade
Draize, para a FDA, continuam sendo considerados os mais
confiaveis paraavaliar asegurangadas substanciasintroduzidas
no olho ou aplicadas ao seu redor, assm como aquel as aplicadas
na pele. Ja a Unido Européia, em suas emendas diretivas,
estabel ece prazos para o término do uso de animaisnos ensaios
de produtos acabados, ingredientes ou combinacdo de
ingredientes. Entretanto, estes prazos poderdo ser adiados se
0s métodos alternativos ndo forem validados pelo European
Center for Validation of Alternatives Methods (ECVAM)®,
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TESTES IN VITRO

O questionamento quanto ao uso de animais de
laboratério, naavaliagéo de risco dos produtos de uso humano,
resultou em vérios estudos apartir dadécadade 60, direcionados
ametodologiasque utilizam tecidos e célulasvivas de mamiferos,
organismos inferiores e substratos inertes®. Bancos de dados
informatizados e programas que avaliam a toxicidade pela
determinacdo de relagdo estrutura-atividade, também foram
desenvolvidos, por exemplo o Quantitation Structure Activity
Relationship (QSAR), cujo protocol o relacionaaestruturafisico-
quimica de um componente com sua toxicidade®” 13!, Estes
estudostém por finalidade principal obter metodol ogiasrépidas,
baratas, de facil execucdo e reprodutibilidade que possam ser
padronizadas e validadas, situagdo imprescindivel para que os
métodosin vitro a cancem aaceitagdo cientificainternacional.

As metodologias que utilizam tecidos e células vivas
sdo asmaisempregadas, poisaintrinsecacomplexidade celular
€ mantida. As células utilizadas podem ser de vérios tecidos,
tanto de origem humana quanto animal, sendo que a
sobrevivénciae/ou proliferacdo celular podem ser avaliadas por
contagem do nimero de células ou pelo uso de corantes vitais.
A incorporacéo de radioisétopos, formacdo de colébnias,
aderéncia celular, produtos de metabolismo entre outros sdo
parametros que também podem ser utilizadog®*37:5057.6469.718081

A verificacdo daviabilidade celular pel o uso de corantes
vitaiséum dos parametros empregados e dentre os mais citados
naliteraturaencontramos o brometo de 3 (4,5-dimetiltiazol-2-il)
2,5 difeniltetrazélio (MTT) e o vermelho neutro (3-amino-7-
dimethylamino-2-methyl phenazine hydrocloride). OMTT éum
sal amarelo solavel, metabolizado pelasuccinato desidrogenase
presente namitocondria, transformando-se em um produto azul
insoliivel. O vermelho neutro em pH fisiol dgico passafacilmente
através da membrana plasmética e se concentra no interior dos
lisossomos. A perda deste gradiente de pH por mortalidade/
morbidade dacélulaou aperdada permeabilidade damembrana
inibe a incorporacdo destes corantes®.

Umadas primeiras metodol ogias descritas paraavaliagéo
in vitro foi sugerida por Rosenbluth et a.”, que propuseram o
teste da biocompatibilidade para avaliar plésticos empregados
em artigos médico-hospitalares. Neste ensaio osmateriaiseram
colocados diretamente sobre uma monocamada de células de
mamifero e apds 24 horas estas cél ulas eram observadas, quanto
apresencaou ndo deagum efeito tdxico. No mesmo ano, Guess
et al.*” descreveram 0 método de difusdo em &gar, onde a
monocamada celular era sobreposta por umacamada de agar e
0s materiai saserem testados eram col ocados sobre esta camada
evitando assim, os problemas apresentados quando col ocados
diretamente em contato com amonocamadacel ular. Este método
é citado naAmerican Society for Testing and Materials (ASTM),
Farmacopéia Americana e pelas normas da International
Organization for Standartization (1SO) para avaliacéo de
polimeros de uso médico! 519091929394,

Combier e CastelliZ® compararam o teste deirritacdo ocular

de Draize e 0 método de difusdo em éagar utilizado como
alternativo. Algumas modificagBes no protocolo original do
método in vitro foramintroduzidas, aliseem relagdo atoxicidade
foi definida por um método planimétrico, onde o tamanho da
area das células mortas é desenhado em papel, que apds ser
pesado pode fornecer quatro classificagOes diferentes. Neste
estudo, os resultados foram agrupados em duas classes,
designadas como n&o irritante e irritante e a correlagéo
observada entre os dois métodos foi de 86% de concordancia.
O método de difusdo em &gar, segundo os autores pode ser
incluido nabateriadetestes paraavaliar o potencia deirritacéo
dos produtos cosméticos.

No inicio da década de 80, Mosmann®, Borenfreud e
Puerner®® descreveram outratécnica para quanti dades elevadas
de amostras. Nesta técnica, as células sdo semeadas em
microplacas e a viabilidade celular é avaliada por métodos
colorimétricos, utilizando aredugdo do MTT ou aincorporagéo
do vermelho neutro, os quais sdo quantificados por
espectrofotometria. Esta técnica € rapida e quantitativa, pois
permite avaliar vérias concentragdes do produto e calcular a
concentracdo que causa 50% de morte celular. Desde ent&o,
vérios estudos comparando o uso do vermelho neutro com o
MTT ou estudos utilizando um destes corantes tém sido
realizados paraadeterminacdo do indice médio de citotoxicidade
de muitas substancias®#14.16:4968.88,

Chibaet a. desenvol veram um estudo, onde analisaram
na mesma célula a viabilidade e o crescimento celular usando
simultaneamente vermelho neutro, MTT e cristal violeta O
método pode ser Util na avaliagdo da citotoxicidade de
substéncias mediadas por diferentes mecanismos, levando a
diferentes respostas e ainda, 0 uso de varios tipos de avaliagdo
evitaria resultados duvidosos. Estudos comparando
simultaneamente aviabilidade e o crescimento celular utilizando
os corantes vermelho neutro e o amino black respectivamente,
mostraram boa correlagdo com acombinagdo dos dois métodos
no mesmo ensaio, resultando em informagdes tanto sobre a
viabilidade como sobre o nimero de células®.

Com o proposito de se encontrar um protocolo que
substituisse 0s ensaios in vivo vérios outros modelos foram
desenvolvidos, dentre el es os chamados organotipicos, osquais
empregam 6rgaosisoladosdo animal, mantidos por curto periodo
de tempo in vitro preservando suas fungdes fisiologicas e
bioguimicas. Osmais conhecidos sdo ensai os com olho isolado
de coelho (IRE), olho isolado de galinha (CEET), opacidade e
permeabilidade de cornea bovina (BCOP) e cristalino bovino.
Todos estes métodos foram elaborados com o propésito de
selecionar e avaliar o potencial irritante de vérias substancias,
antes de serem aplicadas no método tradiciona deirritacdo ocular
deDraize?.

No estudo realizado por Chamberlain et al ., concluiu-
se que os métodos de olhos isolados e 0 BCOP podem ser
usados para selecdo prévia de substancias severamente
irritantes, antes da sua avaliagdo in vivo. O BCOP é 0 mais
recente dentre 0s ensai 0s organotipicos e, apesar de apresentar
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uma boa correlagdo com 0s ensaios in vivo, Seu uso como
metodologia seletiva deve ser prudente, devido aos resultados
falso-negativos apresentados. Este aspecto foi discutido por
outro autor gque sugere gjustes no protocolo*. Cooper et a.?®
demonstraram que o BCOP é menos sensivel que o IRE, talvez
devido ao maior niimero de camadas epiteliais no olho do boi
em relagdo ao encontrado na cornea do coelho.

Jester et a.*®, em seus estudos sobre 0s mecanismos
de lesdo da cOrnea, avaliaram o processo de irritagdo ocular
utilizando cornea de coelho cultivada in vitro. O modelo
apresentou boa correlagdo com os testes in vivo e facilitou o
conhecimento dos mecanismos de danos na cérnea causados
por substéncias promotoras de diferentes graus de irritagéo.
Este conhecimento pode ainda, ser aplicado no
desenvolvimento de modelos alternativos para avaliagdo de
irritacdo ocular.

Sistemas organotipicos, utilizando membrana cdrion-
alantdica de ovos embrionados de galinha, resultaram em dois
tipos de protocolos, 0 CAMVA (teste de membrana vascular
corion-alantéica) desenvolvido por pesguisadores americanos
gue usavam ovos embrionados de 10 a 14 dias e o HET-CAM
(teste de membrana cérion-alantdica de ovo de galinha)
desenvolvido por pesquisadores alemées com ovos
embrionados de nove dias. Estes protocolos foram baseados
naobservacdo davascul arizaggo damembranacérion-aantdica
que é praticamente similar aquela dos tecidos damucosaocular.
No CAMVA osparametrosde avaliacdo so osefeitosvasculares
como hemorragia, no HET-CAM além destes efeitos vascul ares
observa-se a desnaturagéo de proteinas®.

Os estudos realizados por Spielmann et al.® mostram
que o protocolo do HET-CAM prediz melhor o método in vivo,
para avaliar agentes tensoativos ou formulactes baseadas
nestes compostos, enquanto o CAMVA tem melhor desempenho
com formulagdes al codlicas. Estes model os muitasvezesgeram
polémica, ja que em alguns paises 0s ovos embrionérios de 14
dias sdo incluidos na categoria de experimentos in vivo®.

M étodos baseados nas funcdes celulares sdo também
utilizados, tais como o teste da passagem de fluoresceinae o
teste damedida do metabolismo celular. O teste da passagem
de fluoresceina reflete os aspectos funcionais das células
epiteliaiscomo barreira, nasregides dasligacesintercelulares
e na integridade da membrana plasmatica. Neste teste, as
linhagens celulares mais utilizadas sdo aMDCK (culturade
células de rim de cachorro) eaNHEK (culturade células de
queratindcitos humanos) porque mantém estas funcdes in
vitro. O teste do metabolismo celular érealizado por meio de
um aparelho que detecta alteracBes metabdlicas celulares
semelhantes a resposta local, das células oculares, frente
aos produtos irritantes. Muitas linhagens celulares tém sido
usadas para esta medidade atividade metabdlica. Os estudos
realizados por Botham et al.” indicam que estes testes podem
ser utilizados como substitutos do teste de irritagéo ocular
de Draize para irritantes severos e que respondem melhor a
determinados tipos de formulagdes. Os autores sugerem a
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necessidade de mais estudos intra e interlaboratoriais para
avaliar areprodutibilidade destes métodos.

Clothier et al.?” desenvolveram um protocol o utilizando
0 teste de passagem de fluoresceina combinado com o método
de viabilidade celular utilizando o corante azul de alamar. O
objetivofoi avaliar arespostairritante e o perfil derecuperacéo
do dano ocasionado nas células, simulando os mesmos
acontecimentos e os mesmos valores observados no protocolo
de Draize. A combinag&o dos efeitos iniciais e a taxa de
recuperacdo permitiram discriminar o potencial deirritagdo das
substancias e a sua concentragao.

Como alternativo ao teste deirritagdo ocular de Draize, a
InVitro International, Inc (USA) desenvolveu o Sistema Eytex®
gue consiste de multiplos protocol os, cadaqual especifico para
um tipo de amostra. Este sistema é baseado nas respostasfisicas
e bioquimicas de um conjunto de macromoléculas, a qual
consiste em umamatrix protéica, que produz turbidez similar a
opacidade da corneaem respostaairritantes quimicos. Estudos
revelam que amaior vantagem deste sistema € a habilidade de
testar vérios tipos fisicos de materiais, sendo também répido e
barato, apresentaainda, boa correl aco com o método de Draize,
segundo os resultados obtidos em varios laboratérios
americanos?-#246,

Sistemas alternativos como o Microtox® estéo
disponiveiscomercial mente. Bactérias|uminescentes sfo usadas
como alvo e a medida da reducéo de luminosidade como
indicador de toxicidade. Este método € proposto como pré-
triagem para alguns produtos e para outros mostra-se
inadequado®.

Nos testes de pele-equivalente que sdo modelos de
culturas tridimensionais de fibroblastos e queratindcitos
humanos, vérios parémetros podem ser observados, tais como:
viabilidadecomMTT ou vermelho neutro, PGE2 (prostaglanding)
como medida de resposta inflamatéria e dosagem de lactato
desidrogenase (LDH). Este tecido construido in vitro é
estratificado, mas n&o corneificado e por isso se assemelha ao
epitélio humano dacdrneaou conjuntiva. Foi demonstradaainda,
uma boa correlagdo com os ensaios de irritagdo in vivo3%67,

Diferentes metodologias tém sido propostas como
substitutas aos testes de Draize, desta forma muitos estudos
comparando-as vém sendo realizados. Alguns autores procuram
relacionar todos os eventos clinicos que ocorrem na cérnea e
na conjuntiva durante o processo de irritagdo ocular™.

V &rios autores comparam diferentes metodol ogias com
0s resultados dos testes de irritagdo ocular. Dentre as
metodol ogias foram consideradas diferenteslinhagens celulares
e os resultados comparados com distintos métodos in vitro,
taiscomo HET-CAM, BCOP, hemdlise de célulasvermelhasdo
sangue, Microtox®, Eytex®, entre outros. Apds a avaliagéo dos
resultados foi sugerida a utilizagdo de uma bateria de testes
parapredizer melhor o potencid irritante, poiscadamétodo reflete
determinadaetapado efeito ou aplica-se mais adequadamente a
determinado grupo de substancias®652%5%86578%  Na maioria
destes estudos, o produto avaliado caracteriza-se por ser um
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agente tensoativo, utilizado como ingrediente de diferentes
formulagbes de xampus, sabonetes liquidos e outros. Tais
produtos séo, na maioria das vezes, 0s responsaveis pela
irritacdo no olho do coelho.

Roguet e Schaefer™ fizeram uma revisdo sobre varios
tipos de células cultivadas in vitro e culturas de pele
reconstituidas. Segundo os autores, a evolug&o das técnicas de
culturas celulares podera contribuir muito paraa aplicagdo nos
estudos farmaco-toxicoldgicos in vitro, proporcionando o
refinamento de métodos alternativos aos animaisde laboratorio.

Majmudar e Smith® compararam vériostiposdecélulas
da pele utilizadas nos testes in vitro. Fizeram referéncias aos
model os tridimensionais da epiderme e derme humana como
sistemas in vitro eficazes para a detecgdo bioquimica e
histoldgicadeirritagdo, corrosdo efototoxicidade dapel e, apesar
de serem dispendiosos e de dificil manutencgéo.

Em 1993, o Interagency Regulatory Alternative Group
(IRAG) conduziu um Workshop com aintencéo de examinar a
importénciados métodos alternativos quando comparados com
o teste de irritag8o ocular de Draize. Neste estudo foram
identificadas cinco categorias de métodos agrupados com base
em principios gerais, bioldgicos ou bioquimicos. Os grupos de
trabalho formados foram de modelos organotipicos, testes
baseados na membrana corion-aantdica, testes baseados na
funcéo celular, testes de citotoxicidade e outros sistemas. Cerca
de 26 tipos diferentes de métodos foram revistos, concluindo-
se que os dados eram insuficientes para decidir pela total
substituicéo do teste in vivo. Os métodos alternativos podem,
porém ser usados nas indlstrias como triagem no processo de
avaliacdo de risco dos produtos em desenvolvimento e os
resultados de alguns model os podem levar aredugéo do nimero
de animais, quando conduzidos sob condic¢es bem definidas.
Recomendactes adicionai sforam sugeridas, taiscomo: aumentar
0 ndmero de pesquisas bésicas voltadas para identificagdo de
mecanismos alvo de resposta da injaria ocular humana;
estabel ecer banco de dados com substancias padréo; selecionar
baterias de testes paraidentificar substancias novas; identificar
métodos promissores parafacilitar os estudos de validaco; dar
prioridade a padronizacdo internacional 2.

Com o intuito de fornecer para as industrias de
cosméticos informagdes suficientes sobre o desempenho dos
métodos alternativos, a Cosmetic Toiletry and Fragance
Association (CTFA) desenvolveu um programa para avaliacéo
das limitagOes e da aplicabilidade de cada método alternativo.
Estudosde correlacdo in vivo/in vitro permitiram concluir quea
maioria dos métodos utilizados apresentou sensibilidade e
especificidade adequadas, com excecdo dos métodos de
liberacdo de vermelho neutro e da dosagem de lactato
desidrogenase®?*4,

Com base nos resultados obtidos no estudo
desenvolvido pelo CTFA, Lordo et al.* discutiram que embora
a preocupacdo fundamental seja quanto ao desempenho dos
métodos alternativos, a variabilidade dos resultados do teste
de Draize deve ser considerada. Esta variacdo dificulta a

validagdo dos métodos alternativos, uma vez que o objetivo €
predizer o grau deirritagdo do olho do coelho.

No inicio dadécadade 90, um grupo de pesquisadores,
financiados pelo Ministério da Salide do Japdo, propds um
projeto intitulado “ Study on Test Methods to Evaluate the
Safety of Cosmetics Containing New Ingredients’. O objetivo
do projeto foi investigar apossibilidade de substituir ostestes
in vivo de Draize por métodos in vitro. Apos rever os métodos
alternativos para ingredientes de cosméticos, decidiu-se
conduzir um estudo de validagéo interlaboratorial . Os métodos
foram selecionados com base nos principios cientificos,
consideracgdes éticas e na possibilidade do método ser usado
no Jap&o. O estudo foi dividido em trés etapas e 12 métodos
foram aplicados parao mesmo grupo de 38 substancias?*6787:8,
Todos os resultados gerados pelo projeto foram avaliados e
comparados por Ohno et al.®, que discutiram as vantagens e
as desvantagens de cada metodol ogia, juntamente com os seus
coeficientes de variagdo interlaboratorial e suas correlagtes
com o0 método in vivo. Estes autores concluiram que ndo é
indicado um Unico método para avaliar todos os tipos de
substancias, enquanto vérios métodos podem predizer melhor
0 potencial de irritagdo ocular, desde que usados com claro
entendimento de suas caracteristicas. Por exemplo, os testes
de citotoxicidade proporcionam informagdes a respeito dos
efeitos toxi cos dos mecani smos bioquimicos bésicosdacélula,
enguanto os testes de membranas corion-alant6ica avaliam
reagcOes Nos vasos sanguineos, e assim distintos métodos se
complementam.

Com o mesmo propésito de validar os métodos
alternativos ao teste de Draize, uma comissdo formada pelo
governo britanico e membros da comunidade européia,
“European Commission/British Home Office” (EC/HO)
desenvolveram um estudo interlaboratorial com o objetivo de
sugerir as autoridades reguladoras um ou mais métodos a serem
adotados como substitutos dos ensaios in vivo. Sessenta
substéncias foram avaliadas por nove métodos e quatro etapas
foram determinadas. Os métodos deveriam identificar todas as
substéncias severamente irritantes, substancias irritantes
pertencentes aumaclasse especifica, todosos niveisdeirritagdo
das substancias, sem observar aclasse quimicaetodososnivels
de irritagdo das substancias pertencentes a classes quimicas
especificas. Apds avaiarem todos os resultados, concluiu-se
gue alguns métodos poderiam predizer o potencia deirritagdo
ocular, mas com precisao muito baixa e utilidade préatica
guestionavel. A baixa precisdo poderiaestar relacionadacom a
escolha das substancias testes, com os protocolos usados no
estudo e com a variabilidade dos dados in vivo. A comissdo
sugere gque para solucdo deste problemamai s pesquisas bésicas
sejam desenvolvidas®.

A “European Cosmetic, Toiletry and Perfumary
Association” (COLIPA) 6rgdo que representa a industria de
cosméticos, desenvolveu um estudo de validagdo dos métodos
alternativos com o objetivo de avaliar suahabilidade em predizer
0 potencial de irritacdo ocular. Neste estudo 10 diferentes
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métodos aternativosforam avaliados paraanalisar 55 amostras,
sendo 23 ingredientes e 32 formulacgdes. Os resultados
preliminaresindicam que os métodos alternativos utilizados néo
poderiam ser considerados como vélidos para substituir o teste
de Draize, poisnenhum apresentou confiabilidade em demonstrar
as variagbes da escala deirritacéo ocular'.

Os detalhes sobre determinados métodos, do estudo
realizado pela COLIPA, foram comentados em publicagbes
posteriores. Southee et al.® descreveram os resultados do
ensaio de tecido equivalente (TEA) e verificaram que apesar
deste método apresentar boa correlagdo com os resultados in
vivo e ndo ser limitado aos materiais liquidos e sollveis, ndo
apresentou boa reprodutibilidade. Astécnicas de aplicacéo das
amostras, 0 manuseio e os tempos utilizados pelos dois
laboratérios onde este método foi realizado podem estar
relacionados com as diferencas observadas.

Courtellemont et al.* utilizaram o Predisafe®, um
protocolo disponivel comercialmente para avaliar a
citotoxicidade, utilizando alinhagem celular SIRC eamedidade
liberacdo do vermelho neutro (NRR). As andlises estatisticas
mostraram que 0 método pode predizer o potencial irritante de
uma grande categoria de produtos acabados. Ainda, associado
a sua facilidade de uso oferece vantagens relevantes para ser
utilizado narotina das indUstrias de cosméticos, como método
detriagem naavaliag&o dairritagdo ocular.

Lovell%t, com o objetivo de diminuir avariabilidade dos
resultados in vivo durante o estudo de validag&o dos métodos
in vitro da COLIPA, buscou a correlagdo entre os valores de
irritacdo ocular e os valores individuais dos danos observados
nos tecidos oculares dos coel hos, obtidos na avaliagdo das 55
amostras utilizadas. O autor realizou uma andlise estatistica
utilizando o método de multivaridveis e concluiu que hapoucas
evidéncias de que os valores individuais dos danos no tecido
possam mel horar ahabilidade de predizer o potencia deirritacéo
ocular pelos métodos alternativos.

M étodos que adotam discos de pele de coelho, mantidos
in vitro por até sete dias, para avaliar substancias irritantes ou
corrosivas foram desenvolvidos com o objetivo de substituir
ostestesdeirritacdo cutaneade Draize. O modelo € aplicavel na
avaliacdo da toxicidade dérmica, podendo utilizar vérios
parametros de avaliagdo™® %%,

Segundo Dickson et al.*, as culturas de queratindcitos
podem ser importantes na avaliag&o do potencial de irritagdo
dérmica. A atividade da fosfatase alcalina, tomada como
pardmetro pode ser considerada como indicador sensivel,
principalmente quando a substéncia testada altera as funcdes
das membranas dos lisossomos.

Até 0 momento ndo existem métodos validados para
substituir osensaios deirritacdo cuténea. No entanto, 0o ECVAM
concluiu, paraprodutos corrosivos, avalidacao de dois métodos
invitro. Neste estudo, em que foram anali sados quatro métodos,
0 objetivo foi verificar a capacidade de discriminar entre
substancias corrosivas e ndo corrosivas, além de identificar
corretamente certas classes de substancias. O primeiro foi 0
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teste de resisténcia elétrica transcutanea (TER), que utiliza
discos de epiderme derato paraavaliar aintegridade do estrato
corneo, afetada apods exposi¢cdo as substancias corrosivas. O
segundo teste foi o Corrositex® que emprega uma matriz de
col&geno reconstituida, elaborada para apresentar propriedades
fisico-quimicas semelhantes a da pele de rato, que em contato
com substancias corrosivas é aterada. O terceiro e o quarto
testes foram o EPISKIN® e o SKIN2?®, modelos de peles
tridimensionaisreconstituidas, onde aagéo corrosivaé avaliada
peladiminuicéo daviabilidade celular, constatada pelareducdo
do MTT.

Cadamétodo foi avaliado emtréslaboratoriosefrentea
60 substancias de diferentes categorias de corrosividade, ja
classificadas in vivo e com informactes de relacdo estrutura-
atividade. Todos os testes apresentaram reprodutibilidade intra
einterlaboratorial, mas somente ostestesde TER e 0 EPI SKIN®
atenderam aos principais objetivos do estudo, discriminando
as substancias corrosivas das ndo corrosivas. O Corrositex® so
identificou alguns tipos de substancias e 0 SKIN?® nédo
evidenciou resultados que permitissem sua validagao'>13*°,

OECVAM, devido ao sucesso davalidacdo dos métodos
alternativos para avaliagéo de substancias corrosivas, apontou
a necessidade urgente de validar testes in vitro para avaliar
irritagdo cutanea. Com este objetivo, Fentem et a .*° elaboraram
um estudo de pré-validagéo, no qual foram avaliados cinco
métodos. Observaram que dentre os métodos utilizados, os de
peleequivaente, EpiDERM® e EPI SKIN® apresentaram amel hor
reprodutibilidade intralaboratorial, mas s6 o EPISKIN® foi
aceitavel quanto a reprodutibilidade interlaboratorial.
Concluiram que nenhum dos métodos utilizados poderia ser
indicado no estudo formal devalidagéo, mais estudos deveriam
ser feitos paramelhorar os protocol os e os model os de predicéo
dostestes EPISKIN®e EpiDERM®.

Robinson et al.” fizeram uma reviso de todos os
resultados obtidos nos estudos de alguns métodos alternativos
utilizados paraavaliagéo do potencial de corrosdo eirritagdo da
pele. Neste trabalho verificaram que ha vérias ferramentas
basicas disponiveis para que avaliagdes seguras de corrosdo/
irritagdo cutanea possam ser conduzidas sem a realizacdo de
novos testes em animais.

O grande desafio, atualmente, é avalidacao dos métodos
alternativos, que tem gerado muita preocupagéo e discussao,
tanto por parte da comunidade cientifica quanto dos 6rgéos
reguladores. A utilizagdo de métodos validados busca garantir
0 mesmo nivel de protecédo oferecido pelos métodos oficials.

Sendo assim, alguns autores baseiam seus estudos na
definicdo de que validagdo “é um processo no qual os
parametros como confianga e relevancia de um método
alternativo sdo estabel ecidas para um propdsito particular”. A
confianga refere-se as condic¢des de reprodutibilidade e
capacidade com que um método pode predizer o resultado in
vivo. O método, paraser incluido no estudo de validag&o requer
estabelecimento de certos elementos, como a relevancia,
procedimentos operacionais padréo e as medidas de confianca
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que serdo confirmadas durante o processo de validagéo®.

A importancia davalidagéo, pré-validagéo, do conceito
trés Rs e outras questes foram abordadas por Balls e Fentem?®,
na regulamentacdo dos testes toxicoldgicos “in vitro”. A
validacéo deve ser vista como uma etapa essencial no
desenvolvimento do teste e sua aceitagdo ndo deve ser encarada
como barreira, mas como umaoportunidade paraacel erar o uso
dos testes in vitro na avaliagdo de risco dos produtos de uso
humano ou que possam causar danos no meio ambiente?,

Spielmann e Liebsch®* fazem referéncias aevolugéo dos
estudos de validagdo, comentam que eles tém custo elevado e
consomem um tempo médio de 10 anos. Segundo os autores, 0
progresso e a aceitacdo internacional dos testes de toxicidade
in vitro, s serd alcangado se a Europa, Japdo e os Estados
Unidos encontrarem maneiras de coordenar os estudos.
Comentam, ainda, que os protocol oselaborados pelo ECVAM e
OECD sé0 os mais apropriados para a validacdo destes testes.
Estes protocol os observam alguns critérios basi cos com rel acéo
ao método avaliado, tais como arelagéo entre arespostain vivo
e in vitro, demonstracdo de variabilidade, repetibilidade e
reprodutibilidade, desempenho do teste frente a substancias de
referénciae, ainda, que sejade dominio publico®.
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