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RESUMO

Os métodos alternativos ao uso de animais na pesquisa cientifica sdo utilizados na
busca do melhoramento aos problemas éticos envolvidos e objetivam fornecer
resultados que mimetizem com mais especificidade as reagdes que ocorrem no
corpo humano. Muitas substancias precisam passar por testes de toxicidade, que
por serem feitos em animais, acarretam altos custos, tempo de ensaio prolongado e
frequentemente o sofrimento animal. Além disso, os testes in vivo nem sempre s&o
capazes de classificar todas as substancias existentes, visto que novas moléculas
séo desenvolvidas a cada ano. O teste de Draize tem mais de 50 anos e ainda é
considerado o método padrdo ouro para avaliagdo do potencial de irritacdo e
corrosao ocular. Métodos alternativos desenvolvidos e validados, que utilizam
modelos in vitro de cornea podem ser utilizados visando substituir ou diminuir o uso
do teste de Draize. Combinacbes estratégicas de varios métodos de testes
alternativos em uma abordagem integrada de teste chamada IATA (Integrated
Approach on Testing and Assessment) podem substituir o teste de Draize. Um dos
métodos in vitro para estudo de irritagcdo e corrosao ocular descrita pela OECD TG
491 é o STE (Short Time Exposure). O STE permite medir a viabilidade das células
da cornea de coelho SIRC cultivadas in vitro, apés 5 minutos de exposigao a
solugdes de teste diluidas a 5% e 0,05%, permitindo categorizar os produtos
quimicos em Categoria 1 (Cat 1) e Sem Categoria (No Cat). Neste contexto, o
presente trabalho teve como objetivo realizar a proficiéncia intralaboratorial do
método in vitro STE. Cinco substancias de proficiéncia ja estabelecidas no protocolo
OECD TG 491 foram testadas frente a cultura de células de coelho SIRC e
categorizadas conforme o protocolo. As substéncias controle foram validadas de
acordo com os critérios de aceitacdo e as substancias de proficiéncia foram
classificadas de acordo com a capacidade de gerar danos oculares. A partir dos
resultados obtidos, verificou-se que o método foi capaz de classificar de maneira
correta as substancias teste chegando a classificacdo adequada especificada pela
TG 491, a cultura celular foi estabelecida, os critérios de validagao foram cumpridos,
os resultados foram validos e houve reprodutibilidade intralaboratorial. Foi
constatado que a metodologia tende a validar corretamente substancias de acordo
com a respectiva capacidade de gerar ou ndo dano ocular dentro do limite de
classificagao, podendo disponibilizar o teste para estudos da toxicidade ocular de
farmacos e cosméticos no Laboratério de estudos de Protozoarios Emergentes e
Oportunistas (LAPEO).

Palavras-chave: Métodos alternativos. Irritagcao ocular. OECD TG 491.



ABSTRACT

Alternative in vitro methods to the use of animals in scientific research are used to
improve the ethical problems involved in animal use and aim to provide results that
mimic more specifically the reactions that occur in the human body. Many substances
need to pass for toxicity tests that are made in animals which carry high costs,
prolonged testing time and often animal suffering. Besides that, the tests in vivo are
not always able to classify all existing substances as new chemicals are developed
each year. The Draize test developed over 50 years ago is still considered the gold
standard for assessing eye irritation and corrosion potential. Alternative methods
developed and validated using in vitro corneal models can be used to replace or
decrease the use of the Draize test. Strategic combinations of alternative tests
methods within an Integrated Approach on Testing and Assessment (IATA) can
replace Draize testing on animals. One of the in vitro methods for studying eye
irritation and corrosion described by OECD TG 491 is STE (Short Time Exposure).
STE allows measure the viability of an in vitro rabbit corneal cells SIRC, after 5
minutes of exposure to 5% and 0.05% diluted test solutions, allowing categorization
of chemicals into Category 1 (Cat 1) and Sem Category (No Cat). In this context, the
present work ained to perform the intra-laboratory proficiency of the in vitro STE
method. Five proficiency substances already established in the OECD TG 491
protocol were tested in SIRC rabbit cell culture and categorized according to the
protocol. Control substances were validated according to acceptance criteria and
proficiency substances were classified according to their ability to generate eye
damage. From the results obtained it was found that the method was able to correctly
classify the test substances reaching the appropriate classification specified by TG
491. The cell culture was established, the validation criteria were met, the results
were valid and there was intra-laboratory reproducibility. Showing that the
methodology tends to correctly validate substances according to their ability to
generate or not eye damage within their classification limit, can made the test
available for drug and cosmetic eye toxicity studies at Laboratério de estudos de
Protozoarios Emergentes e Oportunistas (LAPEO).

Key words: Alternative methods. Eye irritation. OECD TG 491.
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1INTRODUGAO

Ensaios de toxicidade sao fundamentais para predizer a reagdo que
determinada substancia desenvolvera ao entrar em contato com o corpo humano.
Historicamente, testes de toxicidade eram desenvolvidos em animais e os resultados
eram extrapolados para humanos (COSTA VICTAL et al., 2015). Principios éticos
fizeram com que diversas leis e normas fossem desenvolvidas com o objetivo de
garantir o principio dos 3Rs (redugao, refinamento e substituicdo) e assim controlar o
uso de animais, refinar as metodologias existentes e desenvolver metodologias
alternativas (CAZARIN; CORREA; ZAMBRONE, 2004). Foram criados centros
especializados em métodos alternativos ao uso de animais em todo o mundo, como
ECVAM, ICCVAM, JaCVAM e ZEBET. Estes centros tem o objetivo de controlar,
desenvolver, divulgar e promover as metodologias alternativas. No Brasil quem
desenvolve este trabalho € a RENAMA, o CONCEA, a BraCVAM e o PReMASUL
(PRESGRAVE et al., 2016).

Quando se trata de toxicidade ocular, o teste considerado como padrao ouro
€ o teste Draize, que faz o uso de coelhos, mas pela baixa reprodutibilidade e por
questdes éticas, diversas metodologias in vitro passaram a ser desenvolvidas para
substituicdo (PRINSEN et al., 2017). Nenhuma metodologia in vitro sozinha é capaz
de substituir totalmente o teste Draize, entretanto, uma combinagao estratégica de
metodologias alternativas pode realizar esta substituicao (OECD, 20172).

O teste in vitro de curta duragdo para danos oculares ou o “Short Time
Exposure” (STE) mede a viabilidade das células da cornea de coelho SIRC
cultivadas in vitro, apds 5 minutos de exposigéo as solug¢des de teste diluidas a 5% e
0,05% permitindo classificar os produtos quimicos em Categoria 1 (Cat 1) e Sem
Categoria (No Cat) segundo o Sistema Globalmente Harmonizado de Classificagao e
Rotulagem de Produtos Quimicos (GHS) (OECD, 20183).

O Laboratério de Estudos de Protozoarios Emergentes e Oportunistas
(LAPEO) tem como uma linha de pesquisa o estudo de amebas de vida livre do
género Acanthamoeba, que sdo causadoras de uma infeccdo ocular grave chamada
ceratite amebiana. Um dos objetivos da linhas de pesquisa é a descoberta de novas

opgdes e alternativas medicamentosas para tratar essa infeccao, logo, a proficiéncia
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intralaboratorial de um teste de irritagao ocular validado pela OECD, tal como o STE,
permitira novas oportunidades e resultados mais confiaveis para os estudos

realizados pelo grupo.

1.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo realizar a proficiéncia intralaboratorial do
método alternativo ao uso de animais OECD TG 491 para avaliagao de irritacéo e

corrosao ocular

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

eRealizar o teste STE conforme descrito no guia da OECD TG 491
eTestar as substéncias de proficiéncia pré-estabelecidas pelo protocolo
OECD TG 491

eCategorizar cada substancia de acordo com o potencial de irritacao
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2REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 TESTES TOXICOLOGICOS

Durante o periodo de industrializacdo do século XX, percebeu-se a
necessidade de proteger as pessoas contra possiveis efeitos nocivos de substancias
quimicas (PRINSEN et al., 2017). Em 1937, a sulfanilamida, antimicrobiano utilizado
em sua forma liofilizada recebeu uma nova forma farmacéutica liquida, denominado
de “Elixir de sulfanilamida”, dissolvido em dietilenoglicol, um excipiente toxico que
pode provocar problemas renais e levar ao O6bito. A consequéncia da
comercializagao do elixir foi a morte de diversas pessoas (RAPKIEWICZ; GROBE,
2014). Apesar da toxicidade desta nova formulagdo, ela s6 pode ser retirada do
mercado pelo Food and Drug Administration (FDA) porque havia sido rotulada de
modo inadequado. Elixires eram considerados como produtos que continham alcool
em sua composicao, se ele tivesse sido rotulado como “Solugao de sulfanilamida”
nao poderia ter sido retirado do mercado. Nesta época n&o havia a obrigatoriedade
da realizagcao de testes de toxicidade para que os produtos entrassem no mercado,
0 que teria evitado a tragédia. Neste momento ficou evidente a necessidade de
legislacdes especificas para este fim, sendo criada em 1938 a lei “Food, Drug and
Cosmetic (FD&C)” que exigia comprovacdao de eficacia e seguranca de
medicamentos (NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 2007).

Neste mesmo periodo, houve um aumento do consumo de produtos de uso
doméstico e pessoal, expondo a populagdo a novas substancias quimicas, o efeito
inicial desta exposic¢ao variou desde casos leves de dermatite até casos mais graves
de cancer (PRINSEN et al., 2017). Quando se diz respeito a avaliagdo de toxicidade
de produtos quimicos, a utilizagdo dos animais se fez necessaria, em especial dos
mamiferos, com o objetivo de predizer os efeitos nocivos que podem ser
desencadeados apds o contato com determinada substancia (COSTA VICTAL et al.,
2015).

A necessidade de melhora dos testes toxicoldégicos se mostrou de grande
importancia apdés o caso da talidomida. Em 1956 Kunz et al. demonstraram o efeito
sedativo rapido e prolongado da talidomida. Foram realizados testes em ratos,

camundongos, porquinhos-da-india e coelhos e em nenhum deles foi observado



12

efeitos respiratérios, cardiacos ou arteriais. Também n&o houve efeito nos modelos
de infeccdo ou no carcinoma de Ehrlich em camundongos (MELLIN; KATZENSTEIN,
1962). Os estudos de toxicidade tinham resultados que representavam um baixo
risco de intoxicagdo, a dose letal (LD50) nem foi possivel de ser determinada em
animais (SCHARDEIN, 1993). Entretanto n&o foram realizados testes de
teratogenicidade, mesmo que na época ja se soubesse que substancias com baixa
toxicidade pudessem gerar danos fetais (LENZ, 1988). Em 1957, a talidomida entrou
no mercado da Alemanha, comercializado como um medicamento totalmente atoxico
e sem efeitos colaterais e, em 1961, foi retirado do mercado por sua associacdo aos
casos de ma formacao fetal, que ndo foi prevista pelos métodos de toxicidade em
animais utilizados em sua avaliagcdo (OLIVEIRA; BERMUDEZ; SOUZA, 1999). A
talidomida foi um caso classico de falha nos testes toxicolégicos realizados em
animais, onde os ratos foram resistentes e os fetos humanos foram sensiveis
(NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 2007).

Russell e Burch em 1959 publicaram o livro “The Principles of Humane
Experimental Technique”, ou seja “O principio da técnica experimental humanitaria”,
onde descreveram sobre métodos alternativos ao uso de animais e desenvolveram o
principio dos 3Rs (ANDRADE; PINTO; OLIVEIRA, 2002). O principio dos 3Rs leva
esse nome em fungdo das iniciais de seus objetivos: Reduction (redugao),
Refinement (refinamento) e Replacement (substituicdo). O primeiro “R” diz respeito a
reducao do numero de animais utilizados na pesquisa, desenvolver novos protocolos
para obter um maior numero de informacgdes relevantes com um pequeno numero de
animais (CAZARIN; CORREA; ZAMBRONE, 2004). O segundo “R’ significa a
promogao do alivio ou minimizagcdo do sofrimento e estresse animal, fazendo o uso
de novas tecnologias e métodos com novos endpoints toxicolégicos além do usual,
que é a letalidade (CAZARIN; CORREA; ZAMBRONE, 2004). Para isso podem ser
utilizadas diversas técnicas de monitoramento do curso da doengca como
biomarcadores, observacbes comportamentais e avaliagdo da temperatura corporal
(KENDALL et al., 2018). O terceiro “R” significa a substituicdo dos ensaios in vivo por
ensaios in vitro, ou seja, desenvolver métodos alternativos ao uso de animais
(CAZARIN; CORREA; ZAMBRONE, 2004).
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Com o passar dos anos, os testes toxicolégicos expandiram, houve avangos
na ciéncia que permitiram a criagdo de novos protocolos experimentais e sistemas
de avaliacdo. O problema deste cenario estava relacionado ao custo dos
experimentos, ao uso de animais e ao tempo necessario. Mesmo com todo este
investimento, estes resultados podem nao ser ideais, ndo representando o que
ocorre durante uma exposigdo humana (NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 2007).
Os resultados obtidos por modelos de experimentais que fazem uso de animais vém
sendo motivo de criticas. Estima-se que gasto anual de estudos com animais em
1970 foi de 100-200 milhdes de ddélares, em 1993 de 60-85 milhdes e em 2005 de
50-100 milhdes. Os gastos para experimentos in vivo em todo mundo foram cerca de
US $ 14 bilhdes por ano (TAYLOR et al., 2008). Esses valores continuam estaveis
em 2018 (AVILA; VALADARES, 2019).

A avaliagdo de toxicidade é baseada na resposta biologica observada de
grupos de animais, onde os resultados sdo extrapolados para os humanos. Os
testes realizados em grupos homogéneos de animais expostos a substancias
isoladas e em altas concentragbes sao usados para representar a resposta bioldgica
que ira ocorrer em grupos heterogéneos de humanos, expostos a doses mais baixas
da substancia que estara em contato com outras substancias, as quais o organismo
humano esta diariamente exposto (NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 2007).
Acredita-se que com o avango da ciéncia estes possam ser substituidos por outros
que levem em consideracao a fisiologia humana (AVILA; VALADARES, 2019).

Em 1979, época onde ja se sabia da importancia dos testes toxicolégicos,
havia cerca de 62.000 produtos quimicos disponiveis no mercado. Em 2007 eram
cerca de 82,000 e estima-se que a todo ano sejam introduzidos 700 novos quimicos
no mercado. Essa demanda n&o € atendida pelos modelos atuais de toxicidade, o
tempo, custo, e numero de animais ndo permitem a viabilidade de realizar todos
testes toxicolégicos para este alto numero de substancias, logo, estes ndo estédo
sendo totalmente avaliados (NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 2007).

2.2 TOXICOLOGIA DO SECULO XXl
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Em 2007 surgiu o conceito de “toxicidade do século XXI” a partir da
publicagdo do “Toxicity testing in the 21st Century” pela National Research Council,
periodo em que ocorreram mudangas mais drasticas no campo da toxicologia
experimental com a promocédo de metodologias in vitro. Os testes in vivo foram
considerados antiquados em comparagao com metodologias in vitro que trouxeram a
possibilidade de obter resultados mais relevantes e eficientes. A toxicologia moderna
tem por objetivo a utilizacdo de metodologias que nao utilizam animais e que
possuam resultados mais confidveis aos seres humanos sem o sofrimento animal.
Ja existem grandes avangos neste campo, estes sdo resultados do desenvolvimento
de legislagbes especificas, pesquisas inovadoras, agéncias regulatérias e
divulgacao de informacgdes relevantes entre integrantes da comunidade académica
(AVILA; VALADARES, 2019).

Estas novas metodologias incluem modelos ex vivo que fazem uso de tecido
de animais mortos, métodos de citotoxicidade baseados cultura celular, em tecido
reconstituido, métodos organotipicos, métodos de membrana corioalantéica (CAM),
métodos de orgaos isolados e modelos computacionais (WILSON; AHEARNE;
HOPKINSON, 2015). O Comité Técnico da ISO 194 visa a padronizacdo de
materiais, métodos, principios, testes e investigacbes na area clinica e bioldgica.
Através da publicagéo da ISO 10993- 2009 houve um incentivo da substituicdo dos
testes em animais pelo uso de testes alternativos (YUN et al., 2016).

Existem cerca de 20 centros de validagdo de metodologias alternativas no
mundo, sendo quatro principais o ECVAM, ICCVAM, JaCVAM e ZEBET
(PRESGRAVE, 2012). Criados a partir da década de 1980, esses centros tém por
objetivo promover, coordenar, revisar, supervisionar e financiar pesquisas que levem
em consideragao o principio dos 3Rs, o desenvolvimento e validacdo de métodos
alternativos ao uso de animais. Eles também auxiliam na implementacgao e aceitagao
no mercado pds-validagao (ZEBET, 2008; BOTTINI et al., 2008). Essas a¢des fazem
com que haja uma maior compreensao dos processos toxicoldégicos (EURL ECVAM,
2014). Dentre as areas de aplicagcdo dos métodos alternativos aceitos pelo ECVAM,
ICCVAM e/ou OCDE, sao: corrosao cutanea, irritacdo cutanea, absorcao/penetracao
cutanea, sensibilizagdo cutadnea, corrosdo ocular, irritacdo ocular, toxicidade

sistémica aguda, genotoxicidade/ mutagenicidade, carcinogenicidade,
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pirogenicidade, hematotoxicidade, fototoxicidade aguda, toxicidade reprodutiva
(PETA, 2018).

A OECD possui uma colegdgo chamada “Guidelines for the testing of
chemicals”, ou seja, diretrizes para testes de produtos quimicos, que € dividida em 5
secdes. A primeira secao trata das propriedades fisico-quimicas das substancias, a
segunda sobre seus efeitos nos sistemas bidticos, a terceira sobre destino e efeito
no ambiente, a quarta sobre efeitos na saude e a quinta sobre outras diretrizes.
Essas seg¢des compreendem cerca de 150 métodos de testes aceitos
internacionalmente e utilizados pela industria, laboratoérios e governos para
identificar, caracterizar, selecionar e classificar substancias quimicas que séao
candidatas ao desenvolvimento de novos produtos (iLibrary, 2017). No Brasil a area
de meétodos alternativos passou por mudangas nos ultimos anos, a criagdo da
RENAMA, o CONCEA, a BraCVAM e o PReMASUL foram grande avancgo. Eles séao
responsaveis pelos processos de validagdo dos métodos alternativos (PRESGRAVE,
2012). A Lei 9.605 de 12 de Fevereiro de 1998 trata sobre atividades lesivas ao meio
ambiente e estabelece que experimentos em animais apenas sejam permitidos
quando nado ha um método alternativo validado. Publicado na DOU 13/02/1998. Em
2008 foi aprovada a Lei de Arouca (Lei n° 11.794, de 8 de Outubro de 2008) que
estabelece “procedimentos para o uso cientifico de animais” e, dentre outras
disposicdes, ela traz no capitulo 2 a criagdo do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA) e descreve suas competéncias, que incluem
credenciar instituicbes para a utilizacdo de animais em pesquisas, monitorar e
avaliar as metodologias alternativas, avaliar métodos, instala¢gdes e condi¢gbes de
trabalho de laboratérios que realizam experimentagdo animal, entre outros.
Publicado no DOU de 09/10/2008, Pag.1.

Em 2012, o governo criou a RENAMA com o objetivo promover os métodos
alternativos no pais, e em 2013 foi instituido o BraCVAM que ja vinha sendo
proposto desde 2008 quando foram publicados 3 artigos a respeito da necessidade
de sua criagdo. Em 2011, a FIOCRUZ e a ANVISA assinaram um acordo de
cooperacao técnica a respeito, onde se criou uma comissdo para viabilizar sua
criacdo que, por fim, se deu em 2013 (PRESGRAVE et al., 2016). Estas trés

instituicdes trabalham em conjunto seguindo o modelo descrito pela OECD numero
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34 “Guidance document on the validation and international acceptance of new or
updated test methods for hazard assessment” (OECD, 2005). A RENAMA participa
da etapa de organizagcdo dos estudos, a BraCVAM recebe as solicitagbes para a
validacao de testes, faz a revisdo dos resultados obtidos dos ensaios de validagao, a
recomendagdo da aprovagdo e informa ao CONCEA sobre metodologias
promissoras, e, por fim, o CONCEA que ira tornar essa metodologia aceita no pais, €
0 responsavel pela adogdo dos métodos alternativos no Brasil. A BraCVAM e a
RENAMA possuem plataformas digitais que sao usadas para reunir informagoes
sobre os métodos mundiais, atualizando assim pesquisadores e a populagdo em
geral (PRESGRAVE et al., 2016).

A RENAMA tem como objetivo a validagao, certificacdo, implementagao e
desenvolvimento dos meétodos alternativos, levando em consideragao o principio dos
3Rs. Ela é responsavel pelo treinamento técnico das metodologias e o
monitoramento do desempenho através de avaliagcdes interlaboratoriais e, também,
por promover o desenvolvimento de novas metodologias alternativas ao uso de
animais (MCTIC, 2017). A RENAMA ¢é composta por trés laboratérios principais, o
INMETRO, o LNBio e o INCQS e por outros laboratérios secundarios. Por meio
desta rede de laboratérios, a RENAMA disponibiliza as metodologias reconhecidas
pela OECD (PRESGRAVE et al., 2016).

Em 2016 o MCTIC desenvolveu a PReMASUL, uma plataforma que visa
auxiliar a implementacido de métodos alternativos no MERCOSUL estimulando a
adogcado das metodologias validadas, capacitando e treinando pesquisadores e
técnicos e assim, promovendo a pesquisa e desenvolvimento destas metodologias.
Este investimento tera resultados benéficos para a economia de todos os paises
pertencentes ao bloco e o Brasil € o lider neste processo (MCTIC, 2017). Os
laboratérios associados a RENAMA realizam capacitacdo tedrico e pratica
anualmente que incluem diferentes métodos de avaliagdo toxicoldgica alternativa
(AVILA; VALADARES, 2019).

A respeito de resolugdes, a Normativa CONCEA n° 17 de 03 de Julho de
2014 que “Dispde sobre o reconhecimento de métodos alternativos ao uso de
animais em atividades de pesquisa no Brasil e da outras providéncias”. Interessados

em validar para pesquisas os meétodos alternativos ao uso de animais devem estar



17

associados a RENAMA (rede nacional de métodos alternativos) e o CONCEA ira
reconhecer a validacdo do método e apds o reconhecimento fica estabelecido o
prazo de 5 anos para a substituicao obrigatéria do método original para o alternativo.
Publicado no DOU de 04/07/2014, Secéo |, Pag.51 (MCTIC, 2016). Ainda em 2014
foi publicado a Resolugdo normativa CONCEA n°18 de 24 de Setembro de 2014 que
“‘Reconhece métodos alternativos ao uso de animais em atividades de pesquisa no
Brasil, nos termos da Resolucdo Normativa n° 17, de 03.07.2014, e da outras
providéncias” (CONCEA, 2014)

Em 2015 a ANVISA publicou a RDC n°® 35 de 07 de Agosto de 2015 que
“Dispde sobre a aceitacdo dos métodos alternativos de experimentacdo animal
reconhecidos pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal -
CONCEA.” Onde, a ANVISA dispde sobre a aceitagdo dos métodos alternativos ao
uso de animais em atividades de pesquisa reconhecidos pelo CONCEA (Publicado
no DOU n°151, de 10/08/2015). Apds o reconhecimento da ANVISA pelos métodos
aprovados pelo CONCEA, os estabelecimentos tém um prazo de 5 anos para
adequacao aos métodos alternativos, prazo esse que acabou em Setembro de 2019
(ASCOM, 2015).

A resolucdo normativa n° 31 de 18 de Agosto de 2016 reconhece métodos
alternativos ao uso de animais em atividades de pesquisa no Brasil. O CONCEA
reconhece sete métodos alternativos agrupados nos seguintes grupos: avaliagéo do
potencial de irritagdo e corrosdo ocular, avaliagcdo do potencial de sensibilizagcao
cutanea, avaliagdo de toxicidade reprodutiva, avaliagdo da contaminagao pirogénica
em produtos injetaveis. No grupo de “Avaliagado do potencial de irritagdo e corrosao
ocular” estao os testes OECD TG 491 (teste STE), OECD TG 492 (teste RhCE).
Para “Avaliagcdo do potencial de sensibilizagdo cutidnea” estdo OECD TG 442C
(Sensibilizagdo cutanea in chemico) e OECD TG 442D (Sensibilizagao cutanea in
vitro). Para “avaliagao de toxicidade reprodutiva” OECD TG 421 (teste de triagem
para toxicidade reprodutiva e do desenvolvimento) e OECD TG 422 (estudo de
toxicidade repetida combinado com teste de toxicidade reprodutiva) e para
“Avaliagdo da contaminagdo pirogénica em produtos injetaveis” estd o teste de
Endotoxina Bacteriana (Farmacopeia Brasileira), publicado no DOU de 19/08/2016,
Secao |, Pag.04 (CONCEA, 2016).
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2.3 IRRITACAO E CORROSAO OCULAR

Os olhos sao 6rgaos receptores constituintes do sistema sensorial, onde sua
principal fungdo é receber estimulos luminosos e capta-los, de modo que estes
estimulos cheguem ao sistema nervoso (PENS, 2008). O olho é formado por 3
camadas. A camada externa, também chamada de camada fibrosa, € composta pela
coérnea e a esclera. A camada média ou vascular € composta pela iris e coroide e a
camada mais interna do olho é a retina, que faz parte do sistema nervoso central
(BERNE; LEVY, 2009). Os testes toxicoldgicos de irritacdo e corrosdo ocular séo
necessarios, pois diversas substancias possuem a capacidade de gerar danos a
cérnea, como produtos de uso domeéstico, agricolas, industriais, cosméticos,
higiénicos e medicamentos oculares ou ndo oculares quando usados de forma
inadequada. Estes danos podem variar desde processos irritativos até processos
inflamatorios e causar sintomas como desconforto ocular, podendo ter evolugao para
corrosao do tecido e até cegueira (WILSON; AHEARNE; HOPKINSON, 2015).

A cdérnea € uma membrana transparente e avascular, com cerca de 12 mm
de diametro e 0,50 mm de espessura. Ela é dividida em 5 camadas, o epitélio da
superficie que é rico em nervos, a membrana de Bowman rica em colageno e
acelular, o estroma que representa 85-90% da espessura da cornea e € composto
por fibrilas de colageno que contém queratécitos (células que se assemelham aos
fibroblastos) responsaveis pela homeostase da cornea, a membrana descemet
acelular e o endotélio composto por 1 camada celular com funcido de manter a
regularidade da matriz de colageno, conforme figura 1 (HUHTALA et al., 2008).

De acordo com o protocolo OECD TG 405, que trata sobre irritagcdo e
corrosdo ocular aguda, a irritagdo ocular pode ser definida como uma alteragao
ocular reversivel provocada por certa substancia até 21 dias apds ter ocorrido a
exposig¢ao e corrosido ocular, quando a exposigao a certa substancia gerar um dano
mais grave aos tecidos oculares que seja irreversivel por 21 dias apds a exposi¢cao
(MCNAMEE et al., 2009). O processo de irritagdo e corrosdo ocular é caracterizado
pelo efeito citotoxico e inflamatdrio, que muitas substancias quimicas e fisicas séo

capazes de gerar ao entrar em contato com as células que compde as diversas
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camadas oculares. As caracteristicas clinicas observadas apds esta exposicao
podem variar desde desconforto leve, coceira e hiperemia até casos mais graves
como cegueira (SILVA, 2018). Geralmente as substancias irritantes geram efeitos
nas estruturas frontais dos olhos que incluem a cérnea, conjuntiva e iris (MCNAMEE
et al., 2009).

A cdrnea € a parte do olho que mais se estuda, pois a citotoxicidade de suas
células esta diretamente relacionada ao grau de severidade das substancias que
possam estar entrando em contato com os olhos (SILVA, 2018). Ao expor diferentes
classes quimicas aos olhos, como surfactantes, acidos, alcoois, aldeidos, alcalis e
outros, observa-se que a profundidade da lesdo na cornea prediz o grau da leséo e
a sua duragao (MAURER; PARKER; JESTER, 2002).

Figura 1- Anatomia do olho e da cornea.
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Fonte: Adaptado de HUHTALA et al. (2008).
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Irritantes leves afetam células epiteliais da cornea, irritantes moderados
afetam também a superficie do estroma e irritantes graves afetam o estroma mais
profundamente (MCNAMEE et al., 2009). Substancias oxidantes geram lise das
células epiteliais da cérnea. Surfactantes estao relacionados a precipitacao e lise de
proteinas que gera redugdo do tamanho dos cornedcitos. Substancias alcalinas
induzem a saponificagdo dos fosfolipideos de membrana gerando ruptura das
células epiteliais e substancias acidas geram precipitacdo de proteinas (SILVA,
2018). Outras caracteristicas das substancias também interferem em sua
capacidade de gerar danos oculares, o pH € um exemplo, pH “extremos" (= 11,5 ou
< 2) geram efeitos locais de irritacdo/corrosdo ocular fortes (MCNAMEE et al.,
2009).

2.3.1 Teste in vitro Draize

Com o objetivo de avaliar os riscos que estdo relacionados a estas
substancias, o teste Draize é considerado o padrdo ouro como teste toxicologico.
Nele sédo aplicadas substancias nos olhos de coelhos in vivo para entdo avaliar a
resposta biolégica (LEE; HWANG; LIM, 2017). O teste Draize esta descrito pela
OECD como teste 405.

O Teste Draize foi descrito em 1944 em um manuscrito intitulado “Methods
for the study of irritation and toxicity of substances applied topically to the skin and
mucous membranes”, ou seja, "Métodos para o estudo da irritagcdo e toxicidade de
substancias aplicadas topicamente a pele e mucosas” e publicado no Journal of
Pharmacology and Experimental Therapy (PRINSEN et al., 2017).

Em 1961, a US-FDA adotou o teste Draize como método de avaliagao para
risco de exposi¢ao ocular e em 1964 publicou um guia intitulado “lllustrated Guide for
Grading Eye Irritation by Hazardous Substances” (PRINSEN et al., 2017). Em 1981 a
OECD publicou sua primeira diretriz sobre irritagdo ocular, chamado de teste TG 405
“Acute Eye Irritation/Corrosion”, este foi atualizado em 1987, 2002 e 2012 (OECD,
2017"). As revisbes do TG 405 ndo trouxeram alteragdes no procedimento de
exposicao, e sim orientagdes para aperfeicoar o método, conforme tabela 1
(PRINSEN et al., 2017).
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Tabela 1- Diretriz de teste da OCDE no. 405 e suas revisoes
(procedimentos, resultados de interpretagao, ética e 3 R's)
OECD TG 405 Procedimento Orientacao na Consideracoes Trés R’s
interpretacao dos éticas
resultados
1981 -0,1mLou0,1gde - A extrapolagido dos Anestésicos locais - Trés em vez de
substancia; resultados dos estudos propostos seis coelhos
- lavar apenas ap6s de irritagéo ocular em Nenhum teste de:
24 h animais para o homem é - Substancias
vélida apenas em um fortemente acidas
grau limitado. O coelho ou alcalinas
albino é mais sensivel - Irritantes
que o homem a irritantes COrrosivos ou
oculares ou corrosivos na graves da pele
maioria dos casos.
- Resultados semelhantes
em testes com outras
espécies animais podem
dar mais peso a
extrapolagéo dos estudos
com animais para o
homem.
- Deve-se tomar cuidado
na interpretagdo dos
dados para excluir
irritagdes resultantes de
infeccdo secundaria
1987 -0,1mLou0,1gde Idéntica a orientacdo de Adicéo de: Adicao de:
substancia; 1981 - Os animais que - irritantes oculares
- lavar apenas apos mostram sinais graves
24 h severos e identificados em
duradouros de estudos
angustia e dor alternativos bem
podem precisar validados
ser mortos
humanamente.
2002 -0,1mLou0,1gde Semelhante as orientagbes Adigao de: Adicao de:
substancia; de 1981 e 1987 - Pontos finais para - Analise do peso
- lavar apos 1 h sacrificio humano da evidéncia nos
(solidos) - Teste em dados relevantes
camadas existentes
- Realizagao de
testes in vitro
validados e
aceitos;
- Um coelho
primeiro
2012 -0,1mLou0,1gde Semelhante as orientagdes Adigdo de: Adicao de:
substancia; de 1981, 1987 e 2002 - Instrugées - teste ICE (OCDE
- lavar ap6s 1 h abrangentes para 438)
(so6lidos) o uso de - teste BCOP
anestésicos (OCDE 437)

topicos e
analgésicos
sistémicos

Fonte: Adaptado de Prinsen et al. (2017)
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Em 1980, Henry Spira publicou no New York Times um anuncio que dizia
“Quantos coelhos Revlon cega para o bem da beleza?”. Henry € membro e fundador
do grupo “Animal Rights International group” e sua publicagédo fez com que o publico
conhecesse mais sobre o teste, deixando a necessidade da criacdo de testes
alternativos mais nitida. Isso fez com que a Revlon e outras industrias como Avon,
Chanel e Mary Kay fizessem doagbes em prol do desenvolvimento de métodos
alternativos a partir das quais criou-se o “Centre for Alternatives to Animal Testing”,
ou seja, centro de Alternativas para Testes em Animais (PRINSEN et al., 2017).

O teste Draize descrito no TG 405 da OECD segue o seguinte procedimento:
Em coelhos albinos, uma substancia teste que pode ser sdlida, liquida ou aerossol, é
aplicada em dose unica no saco conjuntival de um dos olhos de cada animal, o outro
olho ndo recebe o tratamento e sera utilizado como controle (iLibrary, 2017).
Previamente a exposicdo a substancia teste, os animais selecionados recebem
anestésicos gerais e locais, a aplicagdo se faz no saco conjuntival puxando a
palpebra inferior de um dos olhos e posteriormente mantendo as palpebras juntas
por alguns segundo para evitar a perda do material. Os animais sao observados e
avaliados em 1, 24, 48 e 72 horas, 7, 14 e 21 dias (OECD?, 2017). Os parametros
avaliados sao os graus de reagao ocular da conjuntiva, cérnea e iris e as avaliagbes
levam em consideragdo um conjunto entre a gravidade e natureza, além de sua
reversibilidade ou a falta dela (iLibrary, 2017). Os padrdes avaliados geram uma
pontuacdo, as observagdes sao macroscopicas, por isso nao ha boa
reprodutibilidade interlaboratorial (TAKAHASHI et al., 2008). Os padrdes avaliados
estédo descritos na tabela 2.

Com base na pontuacao agregada a substancia é possivel classificar ela em
nao irritante, moderadamente irritante e severamente irritante. Porém, inicialmente,
as classificagdes variavam entre os paises e, apesar de serem parecidas entre si,
algumas substéancias receberam classificagcdes, rétulos e dados diferentes (WILSON,;
AHEARNE; HOPKINSON, 2015). Historicamente, o potencial de irritagdo ocular era
resumido como o "Maximum Average Score" (MAS), ou seja, a pontuagao maxima
média que era obtida pela média das pontuacbées maximas de animais individuais

(HUHTALA et al.,, 2008). Isso fez com que fosse desenvolvido um padrao de
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classificagao pela GHS, na qual as substancias foram classificadas em Categoria 1,

Categoria 2 A/B e Sem categoria.

Tabela 2- Classificacdo das lesdes oculares.

Coérnea

Pontuagao

Opacidade: grau de densidade (as leituras devem ser feitas na area mais densa) *

ST=T g U] [o7=T = Toz= Lo o U M o] o7=Ted T £=To [P 0
Areas de opacidade dispersas ou difusas (exceto um ligeiro embotamento do brilho normal);
detalhes da iris claramente VISIVEIS .........ooooiiiiiiiiiiie e 1
Area transltcida facilmente discernivel; detalhes da iris ligeiramente obscurecidos ............. 2
Area nacrosa; nenhum detalhe da iris visivel; tamanho da pupila quase imperceptivel ........ 3
Cdrnea opaca; iris nao discernivel através da opacidade .............ccccvvvvvviiiiiiiiieiiiiieieieeeeeeeee o 4

Maximo possivel: 4
* A area de opacidade da cérnea deve ser observada

iris Pontuagio

I T 1 .4 = | S 0
Rugas marcadas e profundas, congestao, inchaco, hiperemia circuncinea moderada; ou injegao;
iris reativa a luz (uma reacéao lenta é considerada um efeito).............ccccuvivveriiiiiiiiiieiieeiieeeiens 1
Hemorragia, destruicao grosseira ou nenhuma reagao a lUz ............cccvvvvvveivvvivveenienneneneenne. 2

Maximo possivel: 2

Conjuntiva Pontuagao

Vermelhidao (refere-se as conjuntivas palpebral e bulbar; excluindo cérnea e iris)

N T 1 .2 = | 0
Alguns vasos sanguineos hiperémicos (injetados) ...........cuvieiiiiiiiiiiiiiie s 1
Cor difusa, carmesim; embarcacdes individuais que nao sao facilmente discerniveis ........... 2
Musculo difuso VEIMEINO ...........ooo i, 3

Maximo possivel:3

Quemose Pontuagao

Inchago (refere-se a tampas e / ou membranas nictantes)

I [ 0 = | PSP 0
Algum inchago acima do NOMMAL ........cooiiiiiiie e e 1
Inchago ébvio, com eversao parcial das palpebras ... 2
Inchago, com tampas quase fEeChadas ............ccuveiiiiii i 3
Inchago, com tampas mais da metade fechadas ..........ccccooiiiiiiiiiiii i 4

Maximo possivel: 4

Fonte: Adaptado de OECD (2017")
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Quando a substancia gera um dano sério irreversivel por até 21 dias ao olho
sdo classificadas como Categoria 1. Enquadra-se em dano sério as lesdes teciduais
oculares graves ou a deterioragao fisica séria da visdo. Substancias que causam
irritacao ocular onde as alteragdes sao reversiveis em 21 dias sao classificadas em
Categoria 2, que é subdividida em Categoria 2A (reversiveis em até 21 dias) e
Categoria 2B (reversiveis em até 7 dias). Os produtos que ndo geram danos
oculares ou irritagdo ocular sao classificados como “sem categoria” (WILSON;
AHEARNE; HOPKINSON, 2015; OECD, 20173).

Apesar de seguir a classificagdo proposta pela GHS, o teste Draize vem
sendo muito criticado nos ultimos anos devido a sua baixa reprodutibilidade, por
superestimar os efeitos das substancias e por ser um método que faz uso de
animais vivos (MAURER; PARKER; JESTER, 2002). A extensao e profundidade da
lesdo irdo refletir em sua gravidade, logo, a capacidade de penetracdo da substancia
€ a espessura da epiderme da cérnea devem ser levadas em consideracéo, o que
levanta mais uma discussdo quanto aos dados obtidos no teste Draize, uma vez que
o olho do coelho é anatomicamente diferente do olho humano em varios aspectos. A
espessura da cornea de coelhos € de 0,37 mm e a do homem de 0,51 mm, o pH das
lagrimas dos coelhos € 8 e de humanos é 7, isso influencia na capacidade do
tampao, o mecanismo de lacrimejamento e o processo de piscar € menos eficaz nos
coelhos (BOSSHARD, 1985). Além disso, os coelhos possuem uma membrana
nictitante (dobra na conjuntiva que forma uma terceira palpebra) e uma area
superficial da cérnea maior que a dos humanos e sem a camada de Bowman
(WILHELMUS, 2001).

Ha mais de 40 anos o protocolo de irritagdo ocular permanece inalterado,
nao existe praticamente nenhum outro campo da ciéncia onde os protocolos
experimentais permanegam o mesmo por tanto tempo. Isso fez com que diversas
tentativas de métodos alternativos ao teste Draize fossem desenvolvidas, em
comparagao com os outros testes in vivo, o teste Draize foi o que recebeu maior foco
destas metodologias (WILSON; AHEARNE; HOPKINSON, 2015).
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2.3.2 Testes alternativos oculares

Nenhum teste alternativo in vitro é capaz de substituir totalmente o teste in
vivo Draize e assim como ele, ser capaz de prever todas respostas graves de dano
ocular (OECD, 2017?). Os modelos alternativos também ndo s&o aprovados para
distinguir irritantes leves e moderados. Para avaliar todas as classes de quimicos em
todos os possiveis efeitos de irritacdo € necessario combinar varios ensaios in vitro
(DHOLAKIYA; A BARILE, 2013). Durante a associacdo de mais de um tipo de teste
alternativo € possivel substituir totalmente o teste Draize (OECD, 20172). A busca
por mais op¢oes alternativas e pelo aperfeigoamento das metodologias ja existentes
se fez maior porque na Unido Europeia tornou-se obrigatéria desde 2009 a adocgéao
de metodologia alternativa in vitro para o teste de irritagdo ocular para cosméticos a
partir da implementacdo do Regulamento (CE) n°® 1223/2009 (WILSON; AHEARNE;
HOPKINSON, 2015).

Varios métodos in vitro foram desenvolvidos depois de 2009 para identificar
produtos que entrem na classificacdo da UN GHS como “Categoria 1” e “Sem
categoria”. Em uma exposicao ocular por alguma substancia irritante, primeiramente
ocorre a destruicdo do filme lacrimal e a fungdo da barreira epitelial do olho, depois
ha morte celular deste epitélio e entdo degeneragdo estromal, morte endotelial e
opacidade da cérnea. Os testes in vitro falham ao nao considerarem a producao
deste filme lacrimal, que, em uma exposigao real ao olho, age como uma forma de
protecado, logo, algumas substancias podem ser resultado falso positivo para irritagao
ou corrosao ocular. Além disso, as opgdes in vitro ndo avaliam os efeitos da iris
diretamente e ndo avaliam a toxicidade sistémica associada a esta exposig¢ao ocular,
apesar de que sabe-se que o primeiro efeito resultado da exposi¢do nao ocorrera na
iris e que existem outros modelos de avaliagao sistémica disponiveis, sdo falhas que
devem ser levadas em consideracdo. Mas, de acordo com o protocolo OECD TG
405 é muito importante que as substancias sejam previamente testadas por
metodologias in vitro antes de chegarem nos testes in vivo (OECD, 20173).

Em Julho de 2017 foi publicada o “Guidance document on an integrated
approach on testing and assessment (IATA) for serious eye damage and eye

irritation”, ou seja, um documento com orientagdes sobre uma abordagem integrada
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de testes de avaliagdo para danos oculares graves e irritacdo dos olhos. Este
documento traz, entre outras informacgdes, dados sobre testes de irritacdo ocular in
vivo e in vitro. Os testes in vitro adotados pela OECD para avaliagao de lesdo ocular
grave e irritacdo ocular sao: OECD TG 437 (teste BCOP), OECD TG 438 (teste ICE),
OECD TG 491 (teste STE), OECD TG 492 (teste RhCE) e OECD TG 460 (teste FL)
(OECD, 20173).

De acordo com o que esta descrito na IATA, ha diferentes caminhos para
classificar adequadamente substancias quanto a sua capacidade de gerar ou nao
dano ocular. Antes de optar pelos métodos disponiveis, € necessario realizar um
WoE (Weight of Evidence), ou seja, avaliar todas as informacgdes ja existentes como
métodos in vitro ou in vivo ja realizados cujo resultado esteja disponivel, avaliar as
caracteristicas das substancias, parametros fisico-quimicos como pH, caracteristicas
acido/base e os dados em humanos, levando sempre em consideragéo a relevancia
cientifica destes dados. Essas informagdes podem ou nao ser o suficiente para
classificar a substancia, caso ndo sejam deve-se prosseguir com 0s ensaios.

As informag¢des da WoE podem identificar o risco mais provavel que esta
substancia pode representar, se esse risco for alto para danos oculares é adotada
uma sequéncia de ensaios “Top-down” que ira iniciar com um metodo in vitro
adequados para identificar lesdes oculares graves, se o resultado for positivo ele é
classificado como “Categoria 17, se for negativo outro teste que avalie lesdes
oculares graves € executado, desde que com outro parametro de avaliagao, assim
evita-se um falso negativo. Se o resultado for negativo no segundo método, o
proximo passo € escolher uma metodologia in vitro adequada para identificar
substancias que nado causam irritagdo ocular. Se o resultado for positivo ele é
confirmado por outra metodologia para este mesmo fim e, se essa também for
positiva, a substancia é classificada como “Sem categoria”. Caso estes testes nao
sejam o suficiente para classificar a substancia, deve-se realizar novamente uma
WOoE e escolher outras metodologias in vitro ndo descritas pela OECD ou métodos in
vivo. Mas, se a primeira WoE demonstrar que provavelmente ha um baixo risco para
dano ocular, é adotada uma sequéncia de ensaios “Bottom-up”, que segue a mesma

linha de raciocinio que a “top-down”, a diferenca € que primeiro sdo realizados os
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ensaios capazes de classificar substancias nao irritantes e depois os ensaios para
substancias que causem lesbes graves, conforme figura 2 (OECD, 2017?3).

O teste BCOP, descrito pela OECD como TG 437, é capaz de classificar
substancias e misturas de acordo com a UN GHS em “Categoria 1” quando a
substéancia for muito irritante e “Sem categoria” quando a substancia for considerada
nao irritante ocular. Este teste foi descrito pela ICCVAM junto com a ECVAM e
JaCVAM em 2006 e 2010. A metodologia € baseada em um modelo organotipico
que faz uso de corneas isoladas de bovinos recém abatidos destinados para o
consumo humano. A avaliacdo é feita analisando de maneira quantitativa as
alteracbes que ocorrem apds a exposicdo a substancia teste. Os parametros
avaliados sado a opacidade e permeabilidade da cérnea a partir da analise da
quantidade de luz que é transmitida através da cérnea usando um opacitbmetro e da
quantidade de fluoresceina de sodio que passa pela cérnea medida por
espectrofotometria de luz visivel, respectivamente. Apds a analise é calculado o In
Vitro Irritancy Score (IVIS), ou seja, a pontuacdo de irritabilidade in vitro que é
utilizada para categorizar as substancias onde, IVIS < 3 é classificado com “sem
categoria”, IVIS > 55 “Categoria 1” e caso fique na faixa de 3< IVIS < 55 nenhuma
predigdo podera ser feita (OECD, 20173).

O teste ICE, descrito pela OECD como TG 438, assim como o teste BCOP,
ele é capaz de classificar as substancias de acordo com a UN GHS em “Categoria 1”
e “sem categoria”. A metodologia faz uso de um modelo organotipico com olhos de
galinha provenientes de matadouros destinadas ao consumo humano. Apds a
exposicao as substancias teste, sdo avaliados 4 parametros: a opacidade da cérnea,
a capacidade de retengao da fluoresceina pelo epitélio (se houver retengao ha dano
epitelial), medi¢cdo quantitativa do aumento do epitélio para verificar se houve
inchaco e avaliagdo macroscoépica do dano morfolégico. Os parametros avaliados
geram uma pontuagao de | a IV que sao relacionadas a classificagdo da UN GHS
(OECD, 2018") Tanto o BCOP quanto o ICE nao podem ser usados para avaliar a

reversibilidade das lesdes e ndo podem testar gases e aerossois (OECD, 20173).

Figura 2- IATA detalhada para lesbes oculares graves e irritagéo ocular
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Os dados humanos, animais e in vitro existentes dos testes adotados
Parte 1: pela OCDE sobre risco ocular (modulos 1, 2 e 3)

Outros dados existentes em animais e in vitro sobre risco ocular de

Dados - :
métodos ndo adotados pela OCDE (médulos 4 e 5)

existentes
de testes e | Dados existentes indicando corrosdo da pele (Modulo B)

. .
nao-testes | Propriedades fisico-auimicas imodulo 7y

| Métodos sem teste (M6dulo 8)

Se nenhuma decisdo de C&L l de modulos individuais

Peso da evidéncia/ Weight of Evidence (WoE, modulo 9) em todas as j:nh:;:r C&I
informacdes coletadas Frerroead  ou NC

suficiente

Se nenhuma decisdo C&L l da analise WoE

PARTE 2: WoE

‘ Nio Cat. ‘.— | |dentifique o risco mais provavel com base no WoE ‘

Classificado N&o classificado

TOP-DOWN l l BOTTOM-UP

Testes in vitro adotados
pela OECD® para identificar ~
3 NC

a ndo necessidade de
r.lassmca:éo (médulo 4)

Métodos de teste in vitro=
adequados para identificacao
de lesfes oculares graves
(mbdulos 4 e 6)

L LY

Ndo Cat. 1= Classn‘ncado

Testes in vitro adotados

T
| Métodos de teste in vitro=
pela OECD¢< para identificar | adequados para Identificacdo
a nao necessidade de I de lesbes oculares graves
1
|

classificacio (modulo 4) (mbdulos 4 & 6)

Se houver

Andlise do Weight of Evidence dos dados in vitro e todas as outras £yigéncia C&L ou NC
informag des disponiveis (Madulo 9) adequada &
suficiente

NC P

PARTE 3: Dados de testes

Se nenhuma decisdo delc&f_ da analise WoE

QOutro método de teste in vitro para lesbes oculares graves e irritacdo Andlise
ocular nao adotado pela QCDE (Médulo ﬁ} efou teste in vivo de danos WioE C&L ou NC
- P, . f— o "

oculares/iritac&o ocular como Gitimo recurso (Médulo 3)

Fonte: OECD (20173).

O teste FL, descrito pela OECD como TG 460 é capaz de classificar as
substancias teste de acordo com sua capacidade de irritacdo e corrosdao ocular,
seguindo a classificagdo da UN GHS, em “Categoria 1”. Apenas substancias
soluveis em agua podem ser testadas. A metodologia € realizada com células de rim

de caes, as MDCK (MadinDarby Canine Kidney), elas sédo plaqueadas, expostas as
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substancias teste e sua viabilidade € mensurada a partir permeabilidade da
fluoresceina de sédio através de sua monocamada epitelial. O ponto de corte é o
FL,o e a substéncia é considerada como “Categoria 1" quando FL,, < 100 (OECD,
20174).

O teste STE esta descrito na OECD como TG 491, ele é capaz de classificar
as substancias em “Categoria 1” ou “Sem categoria”. A metodologia faz uso de
células de cornea de coelho, a exposicdo as substancias teste é feita durante 5
minutos e a viabilidade celular € mensurada pelo ensaio MTT (OECD, 20182%). Ja o
teste RhCE, descrito pela OECD como TG 492 é capaz de classificar substancias
que nao causam irritacao ocular de acordo com UN GHS como “sem categoria”. Esta
metodologia faz uso de um epitélio reconstituido de cérnea humana, com fungéo de
mimetizar a cdérnea humana e suas caracteristicas bioquimicas, fisiologicas,
morfoldgicas e histolégicas. A estimativa de viabilidade celular também é observada
pelo ensaio MTT (OECD, 2019"). Todos ensaios in vitro descritos na IATA possuem
suas limitacdes, pontos positivos e negativos, estes estdo descritos no quadro 1.

Outra metodologia in vitro para avaliagao ocular € a EIT, foi descrita pela
OECD em Junho de 2019 como TG 494, faz uso de olhos de Vitrigel e é capaz de
classificar as substancias em “Sem categoria”. Sua metodologia faz uso das células
hCE de epitélio de cornea humana fabricadas em uma camara de membrana de
colageno vitrigel e é baseada na capacidade da substancia em danificar a funcéo de
barreira deste epitélio, uma caracteristica muito relevante durante o dano ocular. A
avaliacao é feita a partir dos valores do tempo dos valores da resisténcia elétrica
transepitelial (TEER) apdés 3 minutos de exposi¢cdo as substancias teste. Uma
vantagem desta metodologia é que ela permite o teste de substancias com
caracteristicas como Ph > 5,0, substancias altamente volateis, substancias que
reagem ou absorvem a luz no mesmo comprimento de onda que os produtos
provenientes da reacdo com o MTT (OECD, 20193).

Quadro 1- Uso regulatério, aplicabilidade, limitacdbes e desempenho dos
métodos adotados pela OECD de teste in vitro para identificacao de perigos para os
olhos.
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BCOP [DECD TG |

ICE [DECD TG 438)

I STE [DECD TG 431)

| RhCE [DECD TG 492)

FL [OECD TG 460)

Identificagio da categoria 1do

GHS da ONU

Substincias, substincias
multicaonstituintes & misturas

Aplicagio Substinclas ¢ Substincias e misturas diszolvid Mo aplicivel Substincias e misturas
P G misturas dizsolvidas ou SUSpens as P sollveis em dgua
uniformemente por pelo menos &
minutos
Acidos e bases fortes,
figadores celulares, produtos
. quimizos de teste altamente
Alconis e cetonas . o A - - P
. = . Fiisco de super previsao de Menhuma outra limitagao especifica " e wolateis, produtos quimicos de
LimitagDes COMem risca de A - Mao aplicawel ! ;
e Aleoniz relatada teste caloridos e viscozos,
excesso de previsao . e
produbos quimicos solidos
suspensos em liquida que
tendem & precipitar
Acuricia Ta [1504191) 863 [1204140) 533 [104M25) Mo aplicivel 773 [1ITHET)
Taza de Falsos
positivos 20 [3212E) B3 [TH13) 1+ [1M26) Mo aplicivel T (703
[especificidade]
Taza de Falsos
neqgativos 1432 [9168) 483 [1M27) B13 [20139) Ao aplicivel BEM [27148)
[=ensibilidade)
Identificagio de Sem categoria do GHS da ONU
Substincias & misturas, Os produtos
Substéncias, substéncias quimicos de teste que interferem na
. L . medigao do MTT [por exempla,
N multiconstituintes & misturas . P o
- = Substincias e . . " : interferéncia na cor ou redugdo do o -
Aplicagao ! Substincias e misturas dizzolvidas ou suspensas Mao aplicawvel
misturas nifarmements por pelo menos & MITT] requerem o uso de controles
il apropriados ou andlize de HPLC-UPLC
minutos X L
se for relatada incompatibilidade de
cores com o MTT superior a B0
A2 tinkas que contém Substincias altamente woliteis com
Devido is altas tazas 9 P preszio de wapors §kPaa 25al).
- soluentes organicos L i
de Falzos positivos, o " Produtos quimicos solidos
- antiimerustantes podem estar P .
BCOP n3o dewve sero . L [subsréncias e misturas], exceto
- = . L subestimadas. Para materiais . o . .
LimitagDes método de primeira P surfactantes & misturas de [ao aplicawvel
L sdlidos que levam aum GHS .
escolha para iniciar surfactantes. Misturas que
Mo Cat. Como resultado, uma .. -
uma abordagem M . | zontenham substancias com pressao
sequnda execugiao de teske & )
Ecttom-up de vapor: BkPapodem arriscar sub-
recomendada e
previsdes
Precisao B4 [1254196) a2 [125152) A0 [92M02) 202 [n=12) Maa aplicavel
Taza de Falsos
positivos B9 [E1129) 33 [26479) 1952 [9043) 37 [n=58) Mo aplicavel
[especificidades
Taza de falsos
negativos 03 [0M07) 1= (73] 2% [154) 42 [n=57) Mo aplicavel
Isensihilidade]

Fonte: Adaptado de OECD (20172).

Além dos métodos in vitro descritos pela OECD, existem outros que também

propde avaliar a irritagdo e corrosdo ocular de quimicos. Alguns visam classificar em

“Categoria 1” e “Sem categoria”, e outros vem com a proposta de avaliar também

irritantes moderados e leves pertencentes a “Categoria 2 A/B” como € o caso do

“EpiOcular time-totoxicity (ET50) assay”, “Chorio-Allantoic Membrane Vascular

Assay (CAMVA)”, “3D hemi-cornea” e outros. Mas, até a publicagdo desta IATA eles
ainda n&o haviam sido validados pela OECD (OECD, 20172). No Brasil, o CONCEA
reconhece como testes alternativos para irritagado e corrosao ocular o TG 491 (teste
STE), TG 492 (teste RhCE) (CONCEA, 2016).
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24 TESTE STE

O teste STE (Short Time Exposure) € uma metodologia in vitro destinada a
analise e classificacdo de substancias quanto ao seu dano ocular. Foi descrita pela
Kao Corporation em 2008, os autores Takahashi et al. também publicaram outros
estudos sobre o tema em 2009, 2010 e 2011. Dois estudos de validagao foram
realizados para o método, um pela JSAAE em 2011 e outro pela JaCVAM em 2013.
Também em 2013 o ICCVAM e NICEATM publicaram uma revisao dos estudos de
validacédo (OECD, 20182). A OECD incluiu este teste em sua guideline como TG 491
em 2015 (OECD, 20172). E um teste de citotoxicidade que utiliza células SIRC
(Statens Seruminstitut Rabbit Cornea), células derivadas de cérnea de coelho
ATCC- CCL 60. A linhagem SIRC foi obtida na Dinamarca a partir da cornea de um
coelho Oryctolagus cuniculus, conhecido como coelho europeu, em 1957 por M.
Volkert da Staatens Seruminstitut. Ela deve ser cultivada em meio MEM (Eagle's
minimum essential medium), suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF), sua
renovacao média é de 2 vezes por semana (OECD, 20172, ATCC, 2019).

O teste STE usa viabilidade celular como seu método de avaliagdo, mas
diferente de outros testes de citotoxicidade in vitro, considera um tempo de
exposicao de 5 minutos (ABO et al., 2018). Durante uma exposigao real de uma
substancia ao olho humano sabe-se que nos primeiros 1-2 minutos 90% do material
sera excretado e nos coelhos 80% sera excretado de 3-4 minutos, logo um tempo
curto de exposigao in vitro € capaz de representar o que acontece in vivo. O teste
trouxe em sua proposta vantagens sobre as outras metodologias in vitro, como o
tempo de execucgao, custo e simplicidade. E quando comparado a metodologias de
citotoxicidade trouxe a vantagem de ter trés opg¢des de solvente disponiveis, 0 soro
fisiologico, soro fisiologico com 5% de dimetilsulféxido (DMSO) ou 6leo mineral,
enquanto as outras metodologias utilizam apenas a opgdo do meio de cultura como
solvente, fazendo com que substancias insoluveis em agua fossem excluidas do
teste (TAKAHASHI et al., 2008).

Quadro 2- Lista de substancias para proficiéncia.



Classe Estado Categoria | Solvente | Categoria
Substancia CASRN quimica’ fisico in vivo no teste | STE UN
UN GHS? STE GHS
Cloreto de . .
benzalconio 8504025 - ComPo.sto de Liquido Categoria Salina Categoria
o - onio 1 1
(10%, aquoso)
Triton X-100 9002- . - Categoria . Categoria
(100%) 93-1 Eter Liquido p Salina p
Composto
] heterociclico;
Acido vermelho 18472- | Composto de S6lido Categoria Salina Categoria
92 87-2 bromo; 1 1
Composto de
Cloro
Hidroxido de 1310- Alcali; Categoria Categoria
s6dio 732 _ Qwrplc_o Sdlido 13 Salina 1
inorgénico
. Nenhuma
Lactona; Categoria redicéo
Butirolactona 96-48-0 Composto Liquido 9 Salina predie
L 2A pode ser
heterociclico .
feita
] Nenhuma
111-87- ; Lo Categoria Oleo predicao
1-Octanol 5 Alcool Liquido o AR mineral pode ser
feita
. _ Nenhuma
Alcool; Categoria redicédo
Ciclopentanol 96-41-3 | Hidrocarbone | Liquido 9 5 Salina predig
i 2A/B pode ser
to, ciclico .
feita
Acetato de 2- | 111-15- Alcool; Eter | Liquido Sem Salina Sem.
etoxietil 9 categoria categoria
112-40- | Hidrocarbone | , . . Sem Oleo Sem
Dodecano o Liquido . ) .
3 to, aciclico categoria | mineral | categoria
Metil isobutil 108-10- o Sem Oleo Sem
Cetona Liquido : . .
cetona 1 categoria | mineral | categoria
Sulfato de n,n 598-65- Amida; . Sem . Sem
o L Composto de | Solido . Salina .
dimetilguanidina 2 enxofre categoria categoria

Abreviagdes: CAS RN= Chemical Abstracts Service Registry Number
' Classes quimicas: As classes de produtos quimicos foram atribuidas usando informagdes obtidas de
publicacdes anteriores do NICEATM e, se nado estiverem disponiveis, usando o Medical Subject
Headings (MeSH®) da National Library of Medicine (via ChemIDplus® [National Library of Medicine],
disponivel em http: //chem.sis. nim.nih.gov/chemidplus/) e determinagdes de estrutura feitas pelo
NICEATM.2 Baseado nos resultados do teste do olho de coelho in vivo (OECD TG 405) e usando UN

GHS,
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http://www.unece.org/trans/danger/publi/ghs/ghs _rev05/05files_e.html.® A classificagcdo como Cat.1 é

baseada no potencial corrosivo da pele de 100% de hidréxido de sédio (listado como um produto
Quadro 2- Lista de substéancias para proficiéncia (continuagao)


http://www.unece.org/trans/danger/publi/ghs/ghs_rev05/05files_e.html
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quimico de proficiéncia com potencial corrosivo para a pele na OECD TG 435) e o critério para a
categoria 1 do UN GHS.* A classificagdo como 2A ou 2B depende da interpretacao do critério UN
GHS para distinguir entre essas duas categorias, ou seja, 2 de 6 vs 4 de 6 animais com efeitos no dia
7 necessarios para gerar uma classificagdo de Categoria 2A. O conjunto de dados in vivo incluiu 2
estudos com 3 animais cada. Em um estudo, dois de trés animais apresentaram efeitos no dia 7
garantindo uma categoria de classificagdo 2A, enquanto que no segundo estudo todos os endpoints
nos trés animais recuperaram a uma pontuagdo de zero no dia 7 garantindo uma categoria de
classificagao 2B.° A classificagdo como 2A ou 2B depende da interpretagao do critério do UN GHS
para distinguir entre essas duas categorias, ou seja, 1 de 3 vs 2 de 3 animais com efeitos no dia 7
necessarios para gerar uma classificagdo de Categoria 2A. O estudo in vivo incluiu 3 animais. Todos
os extremos para além da opacidade da cérnea e vermelhiddo da conjuntiva num animal recuperaram
para uma pontuagao de zero no dia 7 ou anterior. O animal que nao se recuperou totalmente no dia 7
teve um escore de opacidade corneal de 1 e uma vermelhiddo conjuntiva de 1 (no dia 7) que se
recuperou totalmente no dia 14.

Fonte: Adaptado de OECD (20183).

O teste STE faz uso da classificacédo da GHS (Globally Harmonized System
of Classification and Labelling of Chemicals) sendo capaz de classificar substancias
em Categoria 1 e Sem categoria (ABO et al., 2018). O TG 491 descreve todas as
etapas de analise do teste STE, desde a cultura celular até a analise de dados e
substancias de proficiéncia que estdo descritas no quadro 2. As células SIRC sao
testadas frente a duas concentragdes de cada substéncia (5% e 0,05%) e sua
viabilidade celular comparada aos solventes controles é utilizada para estimar o
potencial de irritacdo ocular e entado classificar em Categoria 1 ou Sem categoria.
Para ser classificado como Categoria 1 ambas concentragbes devem estar menores
ou iguais (=) 70%, ja para ser classificado como Sem categoria ambas
concentragbes devem estar maiores que (>) 70% de viabilidade celular, conforme
quadro 3 (OECD, 20177 OECD, 20182).

O método de avaliagao da viabilidade celular utilizado no teste STE é o MTT
(OECD, 20182). A disfuncdo da mitocondria é uma forma de avaliar a integridade
celular. Um dos principais indicadores da fungao da mitocondria € a atividade das
desidrogenases dependentes de NAD (piruvato desidrogenase e trés
desidrogenases do ciclo do acido tricarboxilico). Essas desidrogenases em
condigbes ideias irdao reduzir o MTT (3 (4,5dimetiltiazol2il) 2,5 brometo de
difeniltetrazolio) gerando compostos formazan que absorvem fortemente na faixa
visivel do espectro (SURIN et al., 2017).

O STE faz parte da IATA para irritagao e corrosdo ocular e pode ser utilizado
como parte de uma planejamento estratégico para substituicdo do teste in vivo

Draize (OECD, 20173). Sendo, entao, sua proficiéncia de grande importancia.
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Quadro 3- Classificacdo das substancias-teste pelo método STE

VAELIITEL Classificagao UM .
celular GHS Aplicacao

5,0% 0,05%
Substancias e misturas, com a
excecao de:
Substancias altamente volateis com

N : ;

>70% >70% Sem categoria pressao de vapor malor que 6k_Pa ©
Quimicos solidos (substéncias e
misturas) outros que nao sejam
surfactantes e misturas compostas
apenas por surfactantes.

Nenhuma
<70% >70% | predicdo pode ser Nao aplicavel
feita
<70% <70% Categoria 1 Substéncias e misturas?®

' As misturas que contém substancias com pressao de vapor superior a 6kPa devem ser
avaliadas com cuidado para evitar possiveis sub-previsdes, e devem ser justificadas caso a caso.?
Com base nos resultados obtidos principalmente com substancias monoconstituintes, embora
também exista uma quantidade limitada de dados sobre o ensaio de misturas. O método de ensaio é,
no entanto, tecnicamente aplicavel ao ensaio de substancias e misturas multiconstituintes. Antes de
usar esta Diretriz de Teste em uma mistura para gerar dados para uma finalidade regulatéria
pretendida, deve-se considerar se, e em caso afirmativo, por que, ela pode fornecer resultados
adequados para essa finalidade. Tais consideragbes nao sdo necessarias, quando ha uma exigéncia
regulamentar para testar a mistura.

Fonte: Adaptado de OECD (20182).
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3MATERIAIS E METODOS
3.1 CULTURA E MANUTENCAO CELULAR

A linhagem de cornea SIRC (ATCC® CCL-60™) foi utilizada para a
realizacédo do método STE. As células foram mantidas em garrafas de 75 cm? ou 25
cm?, contendo meio de cultura RPMI suplementado com 10% de soro bovino fetal
(SBF) inativado, 100 U/ml de penicilina, 100 pyg/ml de estreptomicina e 10 mM de
tampao de acido N-[2-hidroxietillpiperazina-N’-[2-etanosulfénico] (HEPES), pH 7,2, e
mantidas em estufa umida a 37 °C, com 5% CO,. As culturas foram repicadas e
expandidas até atingirem 80% de confluéncia. Os experimentos poderiam ser
realizados entre as passagens 03 e 25 e em triplicata, mas todos foram realizados
entre as passagens 5 e 13.

As células possuem a caracteristica que ficarem aderidas a garrafa de
cultura, quando nao estdo aderidas elas sdo arredondadas e ao aderirem ficam
alongadas, conforma figura 3. No inicio de cada repique ou plaqueamento, 0 meio
de cultura foi retirado e adicionado tripsina para que as células que até entao
estavam aderidas a garrafa ficassem soltas. A tripsina ficou entre 5-10 min em
contato com as células e entao foi adicionado meio de cultura para cessar a agao da
tripsina. A suspensdo celular foi centrifugada a 200 x g, por 5 minutos em
temperatura ambiente (20-25 °C). O sobrenadante foi descartado e o sedimento
celular ressuspenso em 1,0 ml de meio de cultura. O numero de células viaveis foi
avaliado pelo método de exclusdo do corante Azul de Trypan (0,4%) e foram
utilizadas para os experimentos somente as amostras com viabilidade celular

superior a 90%.

3.2 DEMONSTRAGCAO DE PROFICIENCIA

O quadro 2 contém as 11 substancias de proficiéncia que devem ser
avaliadas no teste STE. Estas substancias sao divididas em “Categoria 17, “Sem
Categoria” e “Nenhuma predigédo pode ser feita”. Das 11 substancias de proficiéncia,
5 foram testadas no presente trabalho. Foram testados o Hidroxido de sédio e Triton
x-100 pertencentes a classificagdo UN GHS “Categoria 17, da classificagdo UN GHS



36

“Sem Categoria” foi testado o Metil Isobutil Cetona e incluidos na classificagdo de
“‘Nenhuma predi¢cdo pode ser feita” foram testados o 1-Octanol e Butirolactona. O
Hidréxido de sédio, Triton x-100 e Butirolactona foram diluidos em solugédo de soro
fisiologico 0,9% produzido no laboratério a partir de NaCl PA e agua destilada. O 1-
Octanol e butirolactona foram diluidos em 6leo mineral. Todas as substancias foram
preparadas antes do ensaio em duas concentracoes, 5% e 0,05%.

Figura 3- Células
SIRC aderidas
em cultura.

Fonte: Elaborado pela autora deste trabalho (2019)

3.3 TESTE IN VITRO STE PARA IDENTIFICAGAO DE IRRITACAO OCULAR OU
DANOS OCULARES GRAVES

Para realizagdo do teste STE, as células SIRC foram tripsinizadas,
centrifugadas, ressuspensas e a sua viabilidade foi avaliada em camara de
Neubauer utilizando Azul de Trypan. As células foram contadas e 6x102 células/pogo
depositadas em microplacas de 96 pogos para tempo de incubagao de 4 dias, ou
3x10? células/pogo para incubacéo de 5 dias. A incubacgao foi feita em estufa umida
a 37 °C, com 5% CO,. Apods o periodo de incubagéo, o meio de cultura foi retirado e

200 pL das substancias testes nas duas concentracdes (5 e 0,05%) preparadas e
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dos controles foi adicionado, em triplicata, por 5 minutos. Foram utilizados 4
controles, o controle positivo utilizado foi o Lauril Sulfato de sodio (SLS) na
concentracéo de 0,01% em soro fisioldgico, como controle negativo foi utilizado o
meio de cultura RPMI e o controle dos solventes foi feito com o soro fisiolégico e

o6leo mineral.

3.4 MEDIDA DA VIABILIDADE CELULAR

ApOs a exposicao as substancias, as células foram lavadas duas vezes com
200 pl de PBS e em seguida foi adicionado 200 pl de MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) na concentracdo de 0,5 mg de MTT/mL de
RPMI. Apds 2 horas de incubagédo a 37 °C (5% CO,) protegido da luz, o MTT foi
retirado por decantacdo e 200 pyL de 0.04 N-isopropanol de acido cloridrico foi
adicionado para a extragdao do MTT formazan e incubado por 1 hora protegido da
luz. A absorbancia da solugdo de MTT formazan foi mensurada apdés 1 hora de
incubagéo em leitor de placa em 570 nm. O tampao PBS foi adicionado em triplicata

antes da leitura e foi utilizado como branco.

3.5 ANALISE DE DADOS E MODELO DE PREDICAO

Para validagao da placa, 3 critérios de aceitagao foram seguidos:

¢ A densidade 6ptica (OD) do meio deve ser maior ou igual a 0,3 apds subtracdo do
branco

e A viabilidade dos solventes deve ser maior ou igual a 80% relativa ao meio controle

e Viabilidade do controle positivo deve estar entre 21,1% e 62,3%

Os valores da OD de cada produto quimico em teste e a OD dos controles
foram utilizadas para calcular a viabilidade celular, conforme formula 1. O valor de
viabilidade celular foi utilizado para classificar a substancia conforme o quadro 3. A
classificagao obtida foi comparada a classificacao tedrica descrita no quadro 2. Para
considerar valido o resultado de classificagdo, foram realizadas pelo menos 3
repeticdes independentes do teste e o desvio padrao destas repeticbes deve ser

menor que 15%.
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Formula 1- Calculo de viabilidade celular

(0D, da substancia teste) — (ODs,, do branco)

Viabilidade celul =
iabilidade celular (%) (0D.,, do solvente controle) — (0D;,, do branco)

Fonte: Adaptado de OECD (20183).

100
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4RESULTADOS E DISCUSSOES

Avancgos consideraveis ocorreram nos ultimos anos na busca por métodos
alternativos ao uso de animais. Varias metodologias in vitro foram desenvolvidas e
validadas para teste de candidatos a farmacos ou cosméticos. O teste TG OECD
491 é utilizado como parte de uma IATA para irritacdo e corrosdo ocular que visa
substituir total ou parcialmente o teste in vivo Draize, considerado padrao ouro para
este fim. O método in vitro STE & baseado na viabilidade de uma cultura celular de
cérnea de coelho exposta a duas concentragdes de certa substancia por 5 minutos.
A partir dos valores obtidos € possivel classificar a substancia de acordo com a GHS
como “Sem categoria” ou “Categoria 1”, se ela nao gerar dados oculares ou gerar
danos oculares severos, respectivamente. O método ndo é capaz de classificar
substancias da Categoria 2A e 2B da GHS, que geram danos oculares moderados e
leves. Neste caso elas sdo categorizadas como “Nenhuma predigédo pode ser feita” e
devem ser analisadas por outras metodologias.

No presente trabalho, realizamos a proficiéncia intralaboratorial do método
STE avaliando 5 substéncias das diferentes categorias (Sem categoria, Categoria 1
e Nenhuma predicédo pode ser feita) estabelecidas pelo protocolo da OECD. Todos
os passos do protocolo validado foram seguidos, porém o meio de cultura utilizado
foi substituido de acordo com a disponibilidade de meios de cultura no LAPEO. Num
primeiro momento, a cultura celular e as placas teste foram realizadas com meio
DMEM, que é uma modificagdo do meio MEM. As células se adaptaram muito bem
ao DMEM, o crescimento e viabilidade apresentavam-se adequadas, porém o meio
utilizado nao permitiu a validacdo do controle negativo (meio de cultura com células)
com densidade 6ptica (OD) menor que 0,3. O valor de OD dos pogos tratados com o
meio de cultura é usado para representar 100% de viabilidade e, a partir dele é
calculada a viabilidade dos outros controles.

Apos, realizou-se a substituicdo do meio MEM por RPMI. De acordo com a
composi¢cao dos dois meios, as principais diferengas sao alguns sais inorganicos e
vitaminas, o RPMI possui 3 vitaminas a mais que o MEM (D-biotin, p-Aminobenzoic

Acid e Vitamin B, ). Os aminoacidos diferem quanto ao Hydroxy-L-Proline, L-
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Histidine e L-Alanine. Foi iniciada cultura com o RPMI, as células se adaptaram ao
meio e a OD do meio foi maior que 0,3 e entdo as placas passaram a ser validadas.
Apo6s validagédo dos controles, as substancias passaram a ser avaliadas. O
resultado de viabilidade celular de cada concentragdo das substancias foi
comparado entre as placas independentes e calculada a média e o desvio padrao

conforme Quadro 4.

Quadro 4- Resultados de viabilidade celular do teste STE para as
substancias de proficiéncia e controles.

Concentragao Média Desvio Classificagao
teste viabilidade (%) | padrao (%) GHS
Soro fisiolégico 0,9% 94 5 -
Oleo mineral 100% 108 6 -
L LRI A 0,01% 52 3 Categoria 1
sédio
o
Hidréxido de sédio S% 35 5 Categoria 1
0,05% 39 11
(0]
Triton x-100 S% 42 L Categoria 1
0,05% 50 9
(0]
1-Octanol % 46 6 Categoria 2A/B
0,05% 102 11
(0]
Butirolactona S% o7 ! Categoria 2A
0,05% 96 7
(0]
Metil isobutil cetona 5% 89 L Sem categoria
0,05% 84 6

Fonte: A autora.

Os dados obtidos a partir dos testes das substancias controle e de
proficiéncia foram validados de acordo com os critérios estabelecidos no protocolo
OECD 491. A OD do meio de cultura foi maior que 0,3 apds subtracdo do branco. A
viabilidade do soro fisiolégico e 6leo mineral, que foram utilizados como solventes
para as substancias controle e de proficiéncia foi maior que 80%. A viabilidade
média das trés repeticdes independentes para o controle positivo foi de 52%, de
acordo com o valor esperado na faixa de aceitabilidade de 21,1% a 62,3%. As

substancias de proficiéncia foram validadas, pois de acordo com o preconizado, o




41

valor de desvio padrdo entre as réplicas independentes foi menor que 15%. O
controle positivo e as substancias de proficiéncia Hidroxido de sodio, Triton x-100 e
Butirolactona utilizaram o soro fisiolégico como solvente. Enquanto o Metil isobultil
cetona e o 1-Octanol utilizaram 6leo mineral como solvente.

Os valores médios de viabilidade foram usados para classificar as
substancias de acordo com o quadro 3. O metil isobutil cetona foi classificado como
UN GHS “Sem Categoria”, a viabilidade em ambas concentragdes foi maior que
70%, ou seja, esta substancia ndo gera nenhum dano ocular. O hidroxido de sédio e
Triton x-100 foram classificados como UN GHS “Categoria 1”, pois sao substancias
altamente irritantes oculares, a viabilidade celular em ambas concentracdes foi
menor que 70%. O 1-Octanol e Butirolactona tiveram a viabilidade celular menor que
70% na concentragao de 5% e maior que 70% na concentragao de 0,05%, entdo sao
classificados como UM GHS “Nenhuma predicdo pode ser feita”, esta metodologia
nao € capaz de classificar essa substancia. As classificagdes encontradas foram
iguais as preconizadas, conforme apresentado no quadro 2.

Os testes realizados com butirolactona foram feitos em duplicatas
independentes por questdo de tempo de estudo, mas o resultado de duas repeticdes
independentes mostraram uma variagdo muito baixa entre si. As viabilidades e o
desvio padrao de cada substancia em ambas as concentragdes estdo representadas
no grafico 1.

No primeiro estudo desenvolvido pela Kao Corporation publicado em 2008
foram testadas 51 substancias em 3 concentragdes e o0s resultados foram
relacionados ao teste Draize. As substancias foram aplicadas sobre as células nas
concentracdes 5%, 0,5% e 0,05% e ficaram expostas durante 5 minutos, apds isso a
viabilidade celular foi mensurada pelo ensaio de MTT e os valores obtidos foram
relacionados aos ja existentes provenientes do teste Draize em duas concentragdes,
a 100% (substancia pura) e a 10%. A partir dos valores encontrados, foi definido que
as duas concentracdes estudadas seriam a de 5% e 0,05% pois eram as que mais
se relacionavam com as duas concentracdes do teste Draize e que a classificagao
seria feita de acordo com a viabilidade celular obtida destas duas concentragoes,
com um valor de corte de 70% de viabilidade. A classificagao obtida desta maneira
teve uma boa correlagdo com a classificagdo da UN GHS (TAKAHASHI et al., 2008).
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Os demais estudos fizeram comparagdes entre laboratérios, todos trouxeram uma
classificacdo de pontuacbes que vai de 1-3 que também é utilizado para a
classificagao das substancias. Os valores encontrados sdo comparados ao UN GHS
e ao European Union (EU) classification (TAKAHASHI et al., 2009; TAKAHASHI et

al., 2010; TAKAHASHI et al., 2011)

Grafico 1- Viabilidade e desvio padrao das substancias de proficiéncia e
solventes.
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Fonte: A autora.

No presente trabalho, os resultados obtidos das substancias de proficiéncia
avaliadas pelo teste STE, demonstraram reprodutibilidade intralaboratorial. Esse é
um elemento importante a ser considerado, pois a repetibilidade do teste
intralaboratorial e sua reprodutibilidade intra e interlaboratorial verifica o
desempenho do mesmo. Como avaliagéo, deve-se considerar que haja uma revisao
das substancias utilizadas para garantia de seguranga e confiabilidade do método,
uma discussdo sobre até que ponto essas substancias representam os possiveis
resultados das demais substancias para qual o método foi proposto e, também,



43

deve-se realizar analises quantitativas e qualitativas da repetibilidade e
reprodutibilidade do método intra e interlaboratorial (ICCVAM, 2013).
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5 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Os testes toxicoldgicos ja avangaram muito, mas que ainda ha muito que ser
feito principalmente quando se trata de toxicidade ocular. Nenhuma das
metodologias existentes consegue por si sO substituir o teste Draize, e mesmo
quando combinadas ha chances de ter que recorrer ao teste in vivo. Existe uma
lacuna nas classificagbes, as metodologias alternativas ndo sdo capazes de
classificar substancias pertencentes a UN GHS “Categoria 2A” e “Categoria 2B”.
Mesmo assim os testes in vitro para irritacdo e corrosdo ocular sdo de grande
utilidade e a tendéncia € de que os estudos estejam sempre avangando.

No presente trabalho, a cultura celular de SIRC foi bem estabelecida e todos
os critérios de validagdao foram alcancados. Os testes com as 5 substancias
avaliadas para proficiéncia pelo teste STE foram validados, assim como os
controles. Apesar de nao ter feito uso do meio de cultura indicado pela OECD,
conseguiu-se assegurar a qualidade dos resultados com o meio RPMI que pouco
difere do meio MEM. Tanto o controle positivo quanto os veiculos (soro fisiologico e
oleo mineral) apresentaram resultado de viabilidade esperado. As 5 substéncias
testadas atenderam aos critérios de aceitacdo, obtiveram resultados em placas
independentes com menos de 15% de desvio padrdo entre os resultados e foram
classificadas de maneira correta quando comparado ao que foi estabelecido pelo TG
491.

As demais substancias serdo testadas assim que estiverem disponiveis.
Apos a proficiéncia das 11 substancias, outras poderdo ser testadas, incluindo
substancias de uso no laboratério LAPEO ou de outros laboratérios que almejem

estes resultados.
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