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RESUMO

Cosmeéticos sdo produtos de uso externo, produzidos a partir de substancias naturais
ou sintéticas, com funcao de limpar, perfumar, melhorar a aparéncia e corrigir odores
corporais. A eficacia de produtos cosméticos € dependente da penetracdo destes nas
camadas da pele, sem causar irritacdo, sensibilidade, sensacdo de desconforto ou
efeito sistémico. Para que uma substancia possa ser utilizada na fabricacdo de
produtos cosmeéticos, é necessario provar que ela ndo sera prejudicial. Baseada na
legislacdo europeia, a ANVISA segue uma ampla lista de substancias controladas.
Entretanto, substancias proibidas na Europa ainda sao utilizadas no Brasil com
determinadas restricbes como os ftalatos, o formol, o triclosan e os parabenos. O
produto cosmético deve ser seguro nas condicdes normais e previsiveis de uso, e,
para isso, uma série de testes deve ser realizada. Mediante a vasta gama de
metodologias para os testes de seguranca dos produtos cosmeéticos, ensaios
biolégicos vém sendo muito utilizados atualmente. Com o intuito de minimizar o
sofrimento causado aos animais de laboratério, tém-se buscado a validacdo de
metodologias alternativas eficazes na determinagéo da toxicidade e na garantia de
seguranca dos cosmeéticos e produtos correspondentes, baseando-se no principio dos
3 R’s. Dos animais que mais se assemelham biologicamente com o ser humano o
porco e o macaco se sobressaem, porém, os testes sdo feitos com animais comuns e
de facil manuseio, encontrados em laboratorio, como ratos e coelhos. Métodos
alternativos séo aceitos desde que comprovem a seguranca do produto cosmético,
mas em situagdes especificas utilizam testes in vivo para demonstracéo real do efeito
do produto em um organismo vivo. Nenhum método individual € capaz de substituir
0 uso completo de testes em animais, mas uma combinacao estratégica de métodos
como teste in vitro, modelos computacionais e estudos clinicos pode levar a completa
substituicdo de testes in vivo. Nesse contexto, o presente trabalho apresenta uma
revisdo bibliografica sobre a substituicdo de testes cosméticos in vivo, pela utilizacdo
de testes alternativos que comprovem a eficacia e a seguranca dos produtos
cosmeéticos.

Palavras-chave: Seguranca dos produtos cosméticos. Metodologias in vivo. Testes
alternativos.



ABSTRACT

Cosmetics are products for external use, made from natural or synthetic substances,
with the function of cleaning, perfuming, improving the appearance and correcting body
odors. The effectiveness of cosmetic products depends on their penetration into the
skin layers without causing irritation, sensitivity, discomfort or systemic effect. In order
for a substance to be used in the manufacture of cosmetic products it must be proved
that it will not be harmful and, based on European legislation, ANVISA follows a broad
list of controlled substances. lllegal substances include phthalates, formaldehyde,
triclosan and parabens, allowed in Brazil under certain restrictions. The cosmetic
product must be safe under normal and foreseeable conditions of use, and for this a
series of tests must be performed. Through the wide range of methodologies for the
safety testing of cosmetic products, biological assays have been widely used today,
but in order to minimize the suffering caused to laboratory animias, the validation of
alternative effective methodologies in determining toxicity and the safety assurance of
cosmetics and related products, based on the principle of 3 R's. Of the animals that
most resemble biologically with humans, the pig and the monkey stand out, but the
tests are done with common and easy-to-handle animals found in the laboratory, such
as mice and rabbits. Alternative methods are accepted as long as they prove the safety
of the cosmetic product, but in specific situations they use in vivo testing to actually
demonstrate the effect of the product on a living organism. No single method can
replace the full use of animal testing, but a strategic combination of methods such as
in vitro testing, computer models and clinical studies can lead to the complete
replacement of in vivo testing. In this context, the present work presents a bibliographic
review about the substitution of in vivo cosmetic tests, using alternative tests that prove
the efficacy and safety of cosmetic products.

Keywords: Safety of cosmetic products. In vivo methodologies. Alternative tests.
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1 INTRODUCAO

Os produtos cosméticos sao usados pelo homem desde épocas remotas, com
objetivo de atender aos conceitos culturais. Inicialmente, as fontes de seus
ingredientes eram essencialmente plantas, animais e minerais. No entanto, o avancgo
tecnolégico resultou na inclusdo de muitas substancias quimicas sintéticas na
formulacéo de tais produtos.

Para que uma substancia possa ser utilizada na fabricacdo de produtos
cosmeéticos, € necessario provar que ela nao seja prejudicial e para isso, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) disponibiliza regularizacdes como as
resolucdes 47 e 48 de 2006, e as resolucdes 03, 29 e 44 de 2012.

Baseada na legislacdo europeia, a ANVISA segue uma ampla lista de
substancias controladas, e dentre as substancias ilegais em paises como Europa e
EUA, mas permitidas no Brasil, sob restricdo, destacam-se os ftalatos, o formol, o
triclosan e os parabenos.

Na pratica os cosméticos sdo raramente associados com danos a saude.
Entretanto, € extremamente necessario garantir a seguranca e eficacia dos mesmos,
através do controle de toxicidade do produto final e de cada ingrediente individual. A
experimentacdo animal tem sido utilizada como meio de determinacdo da eficacia e
seguranca de diversas substancias e produtos.

Na area cosmética, animais como ratos e coelhos sdo utilizados para avaliar
irritacdo, alergia ou efeitos sistémicos a curto e longo prazo. Os animais de laboratorio
deverdo ser utilizados sempre que ndo existirem métodos alternativos validos que os
substituam. Entretanto, desde que seja obrigatdria a utilizacdo destes, deve-se zelar
para que os mesmos nao sofram dores ou vivenciem angustias durante o periodo
experimental. As regras para o uso de animais em pesquisa séo definidas pela Lei
11.794 de 2008, e pelos comités de éticas em pesquisa com animais.

Com base no principio dos 3R’s (refinamento, reducéo e substitui¢cdo), diversos
meétodos alternativos para avaliacdo da seguranca e eficacia de produtos cosmeéticos
vém sendo desenvolvidos e validados para que os produtos cheguem ao consumidor
de forma segura, sem a necessidade de testes in vivo.

No Brasil, ndo h& exigéncia expressa para o uso de animais em testes de
cosmeéticos, mas exige-se a apresentacdo de dados que comprovem a seguranca

dos diversos produtos registrados na ANVISA. Métodos alternativos sdo aceitos
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desde que sejam capazes de comprovar a seguranca do produto, mas em
determinadas situacfes os testes in vivo ainda sdo indispensaveis para demonstrar
os efeitos do produto no organismo vivo como um todo.

Modelos computacionais, sistemas in vitro, ensaios clinicos, modelos ex vivo e
modelos tridimensionais, sdo exemplos de métodos alternativos com grande potencial
para substituicdo de testes em animais. Nenhum meétodo alternativo individual é
capaz de substituir o uso completo de testes em animais, mas uma combinacéo

estratégica de diversos métodos pode levar a completa substituicdo de testes in vivo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo geral do trabalho foi realizar uma revisdo bibliografica sobre a
utilizacdo de testes alternativos em substituicdo aos testes in vivo usados para a

certificagdo de produtos cosméticos.

2.2 Objetivos especificos

. Relatar a histéria e evolugcédo dos cosméticos;

. Abordar conceitos gerais referentes ao tema, como a definicdo e a
classificacdo dos cosméticos;

. Discutir sobre o risco cosmético e medidas de seguranca,

o Expor os testes experimentais in vivo e a legislacéo pertinente ao uso de
animais em testes de laboratorio;

o Revisar bibliografias que explanem a utilizagao de testes alternativos em
substituicdo a utilizacao de testes in vivo.
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3 METODOLOGIA

Este trabalho caracteriza-se como uma revisdo bibliografica de carater
exploratdrio, descritivo e qualitativo, no qual adotou-se um levantamento bibliografico
fundamentado em livros, artigos, revistas, dissertacdes, teses e monografias,
disponibilizadas pelo Scielo e Google Académico, abordando a utilizacdo de testes
alternativos em substituicdo aos testes em animais para comprovacao da eficacia e

seguranca de produtos cosmeéticos.
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4 REFERENCIAL TEORICO

4.1 A historia dos cosméticos

A palavra cosméticos vem do grego “kosmeétikos”, originada da palavra
‘kosmos” que significa algo organizado, harmonioso e em equilibrio (SARTORI,
LOPES; GUARATINI, 2011).

A intencao de ficar belo ou bem apresentavel a sociedade vem desde a pré-
historia. Entdo pode-se dizer que os cosmeéticos participaram da evolugcdo do homem.
Existem registros da era pré-historica onde as mulheres utilizavam pigmentos
extraidos de frutas como a amora para se embelezar (SOUZA, 2005). No Egito foram
encontrados recipientes com materiais utilizados como produtos de beleza, com cerca
de 5000 anos. Para colorir as palmas das maos, os pés e os cabelos, 0s egipcios
extraiam o corante das folhas de henna (QUIROGA; GUILLOT, 1995).

Claudius Galen fez sua prépria pesquisa cientifica por volta do ano 180 da era
cristd. Ele manipulou produtos cosméticos criando a era galénica dos produtos
guimico-farmacéuticos. Ele desenvolveu um produto chamado Unguentum
Refrigerans, o renomado cold cream feito com cera de abelha e bérax. Foram
encontrados no sarcofago do rei Tutankanon em 1.400 a.C. cremes, incensos, 6leos
e potes de azeite, utensilios para pintura e tratamento do corpo. A rainha do Egito,
Cledpatra se banhava com leite de cabra para manter sua pele macia e suave, e se
tornou simbolo da cosmetologia, devido a sua vaidade (LEONARDI, 2008).

Na segunda metade do século XX, ocorreu uma mudanca nos laboratérios, com
exigéncias governamentais sobre a qualidade e seguranca do uso dos produtos. Além
de se provar a eficacia prometida, também se tornou necessario esclarecer ao
consumidor os cuidados necessarios para a pele conforme suas caracteristicas
bioldgicas (FACANHA, 2003).

O desenvolvimento da quimica cosmética aconteceu antes e depois da
Segunda Guerra, onde a aplicabilidade de surfactantes gerou a fabricacéo de cremes
com a mistura de componentes oleosos e aquosos de forma mais duradoura
(SANTOS et al., 2013).
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4.1.1 Definicao

Cosmeético era o nome usado para substancias naturais designadas a promover
brilho e maciez ao cabelo. Apds a Primeira Guerra, 0 nome cosmético passou a ter
um significado extenso e o seu poder sobre os produtos de beleza se expandiu, sendo
utilizado também na hidratacéo da pele, unhas e dedos (BARATA, 2003).

Atualmente, segundo a Camera Técnica de Cosméticos (CATEC), na resolucao
de 14 de julho de 2005, define-se cosméticos como sendo produtos de higiene pessoal
preparados com substancias naturais ou sintéticas, de uso externo em diversas partes
do corpo, como a pele, o couro cabeludo, as unhas e os labios. O seu objetivo principal
é limpar, perfumar, melhorar a aparéncia e corrigir odores corporais (SEBRAE, 2008).

Cosméticos sdo produtos que, quando utilizados no corpo humano,
transformam o seu aspecto sem danificar a sua estrutura ou funcdo. Quando o
cosmético afeta de maneira consideravel a funcionalidade da pele, denomina-se
cosmocéutico, ou seja, um cosmeético com beneficios de um produto farmacéutico.
Legalmente ndo existe a categoria de produtos cosmocéuticos (RIBEIRO, 2010).

Com a colaboracdo e o auxilio da farmacologia, dermatologia, histologia,
anatomia, fisiologia, microbiologia, bioguimica, quimica e fisica, a ciéncia cosmética
vem progredindo. Sua tecnologia tem sido extraida na maioria das vezes de outros

segmentos industriais, especialmente o farmacéutico (LEONARDI, 2008).

4.1.2 Classificacéo

De acordo com a Anvisa (2012), a classificacdo dos produtos de beleza foi
estabelecida de acordo com a sua finalidade de uso, os efeitos indesejaveis devido
ao seu uso inadequado, sua formulagéo, areas do corpo a que se destinam e cuidados

a serem observados quanto a sua utilizagdo (QUADRO 1).
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Quadro 1 - Classificacdo dos cosméticos
GRAU 1 GRAU 2

Sao produtos de higiene pessoal cosméticos e Sao produtos de higiene pessoal cosméticos e
perfumes cuja formulagdo cumpre com os perfumes cuja formulacdo cumpre com os

requisitos estabelecidos pela legislacao vigente, | requisitos estabelecidos pela legislacéo vigente,

que possuem as propriedades basicas ou gue possuem indicacdes especificas, cujos
elementares, cuja comprovacdo nao seja atributos exigem comprovacao de seguranca,

necessaria assim como informacgdes detalhadas modo e restricdes de uso, informacdes e
quanto ao modo de uso e suas restricdes, cuidados.

devido as caracteristicas intrinsecas do produto.
Fonte: ANVISA, 2012a.

No QUADRO 2 sao apresentados exemplos de cosméticos de acordo com a

sua classificacéo.

Quadro 2 - Exemplos de cosméticos de acordo com as classificacfes

GRAU 1 GRAU 2
Agua de coldnia, agua perfumada, perfume, Bloqueador solar, clareador da pele,
extrato aromatico, amolecedor de cuticula, condicionador anticaspa/antiqueda, depilatério
batom e brilho labial, blush/rouge, creme logéo, guimico, produto para area dos olhos (exceto
gel e 6leo para o corpo (com finalidade magquiagens, hidratantes ou demaquilantes),
exclusiva de hidratag&o e/ou refrescancia), fixador de cabelo infantil, esfoliante peeling
esmalte verniz, brilho para unhas, produtos para quimico.
barbear.

Fonte: ANVISA, 2012a.

4.1.3 Cosmeéticos no Brasil

No Brasil, cosméticos, produtos de higiene e perfumes sdo composicdes
formadas por substancias naturais ou sintéticas de uso externo ao corpo humano,
como pele, sistema capilar, unhas, labios, 6rgdos genitais, dentes e membranas
mucosas da cavidade oral, com o objetivo de limpa-los, perfuma-los, mudar a
aparéncia e reparar odores corporais (LEONARDI, 2008).

Atualmente o Brasil enfrenta crises politicas e econdmicas e ainda assim o

mercado de beleza continua em alta, com previsdo de crescimento para 2019. Em
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relacdo a 2017, o setor de beleza obteve um crescimento de 2,77% em 2018 (DINO,
2018).

De acordo com a Euromonitor International (2019), em 2018, o Brasil se
manteve na quarta posi¢ao do ranking mundial no consumo de produtos de Higiene
Pessoal, Perfumaria e Cosméticos (HPPC) (TAB. 1).

Tabela 1 - Top 10 consumidores de HPPC

POSICAO PAIS US $BILHOES % PARTICIPACAO
1° EUA 89,5 18,3
2° China 62 12,7
3° Japéo 37,5 7,7
4° Brasil 30,3 6,2
5° Alemanha 20,2 4,1
6° Reino Unido 18,3 3,6
7° Franca 15,3 3,1
8° india 14,1 2,9
9° Coréia do Sul 13,5 29
10° Italia 11,8 2,4

Fonte: EUROMONITOR INTERNATIONAL, 2019.

Com relacdo ao consumo per capita, o Brasil se encontra na 332 posicao (TAB.
2).

Tabela 2 - Consumo per capita 2018

POSICAO PAIS
1° Hong Kong, China
2° Noruega
3° Suica
4° Japao
5° Austrélia
6° EUA
7° Reino Unido
8° Coréia do Sul
9° Suécia
10° Dinamarca
33° Brasil

Fonte: EUROMONITOR INTERNATIONAL, 2019.
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Dentre os 10 paises da América Latina com maior nimero de consumidores de

HPPC, o Brasil ocupa a 12 posi¢cao, com participacdo de 18,3% (TAB. 3).

Tabela 3 - Top 10 consumidores de HPPC — América Latina

POSICAO PAIS US $ BILHOES % PARTICIPACAO
1° Brasil 89,5 18,3
2° México 62 12,7
3° Argentina 37,5 7,7
4° Chile 30,3 6,2
5° Coldmbia 20,2 4,1
6° Peru 18,3 3,6
7° Venezuela 15,3 3,1
8° Equador 14,1 2,9
9° Guatemala 13,5 29
10° Porto Rico 11,8 2,4

- Outros 5,7 3,5

Fonte: EUROMONITOR INTERNATIONAL, 2019.

4.1.4 Marcas de maior expressao no Brasil e no mundo

Segundo a Euromonitor International (2019), a Natura estd ha dois anos no
topo do ranking do setor cosmético no Brasil. A Unilever, em 2016, perdeu a lideranca
e em 2018, caiu mais uma posicao, perdendo o segundo lugar para o Grupo
Boticario (TAB 4).

Tabela 4 - Top 5 do setor de cosméticos no Brasil

POSICAO NOMES
1° Natura
2° Grupo Boticario
3° Unilever
4° L’Oreal
5° Colgate Palmolive

Fonte: EUROMONITOR INTERNATIONAL, 2019.

O mercado dos cosméticos no setor global esta crescendo e podera atingir US

$ 805,61 bilhdes até 2023. O futuro da industria dos cosméticos continuara sendo


https://www.natura.com.br/
https://www.unilever.com.br/
http://www.grupoboticario.com.br/en/Pages/Home.aspx
http://www.grupoboticario.com.br/en/Pages/Home.aspx
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promissor, e segundo a Euromonitor International (2019), um dos mercados mais
auspiciosos € o da China, superando os EUA como o maior mercado do mundo para
maquiagem e cuidados com a pele. Segundo a Orbis Research (2019), a Natura ocupa
a 18° posicao no ranking global, com um valor em vendas de US $ 2,9 bilhdes em
2017 (GRAF. 1).

Gréfico 1 - As maiores empresas globais de beleza
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Fonte: COSMETICOSBR, 2018.

4.2 Substancias quimicas ilegais na formulacéo de produtos cosméticos

A férmula dos cosméticos e produtos de higiene pessoal usados atualmente
nao &, ou ndo deveria ser, a mesma usada antigamente, pois muitos dos ingredientes
usados livremente no passado hoje sdo proibidos, jA que descobertas cientificas
relataram que tais ingredientes podem causar danos a saude, como alergias e
irritacdes (BBC, 2018).

A Uni&o Europeia tem uma lista rigorosa contendo mais de 1,3 mil substancias
proibidas, atualizada de acordo com as ultimas andlises referentes a seguranca dos
ingredientes. E preciso provar que uma substancia ndo é prejudicial para que ela
possa ser utilizada em produtos cosmeéticos. A ANVISA segue uma extensa lista de
substéancias controladas, baseada na legislacao europeia, mas nem sempre incorpora

0s avancos emergencialmente. Dentre as substancias quimicas consideradas ilegais
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na formulac&o de produtos de higiene pessoal e cosméticos, destacam-se os ftalatos,
o formol, o triclosan, e os parabenos (EPOCA NEGOCIOS, 2018).

Os ftalatos sdo usados como agentes plastificantes em esmaltes, e como
fixadores e estabilizantes em produtos desodorantes. Estudos internacionais
concluiram que ambas as classes de ftalatos causam infertilidade masculina, asma e
baixo desenvolvimento intelectual em criancas. No Brasil, embora existam varios
ftalatos na lista de substancias proibidas da ANVISA, nem todos séo vetados. O
fitalato de dibutila é autorizado em esmaltes em concentracdo de até 15%, porém é
proibido em produtos infantis (BBC, 2018).

Em relacéo aos formaldeidos, a ANVISA tem uma regulacéo rigida que permite
Seu UsO apenas como conservante, em uma concentracdo maxima de 0,2%. Em
concentragbes maiores que a permitida, o formol promove alisamento em cabelos,
mas € considerado cancerigeno pela Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer
(IARC). A exposicédo prolongada ao triclosan gera resisténcia bacteriana e alteracdes
hormonais. No Brasil, a ANVISA permite uma concentragéo de até 0,3% de triclosan
em produtos de higiene pessoal (EPOCA NEGOCIOS, 2018).

Os parabenos sao usados como conservantes, e a principal controvérsia sobre
tal substancia teve inicio com uma pesquisa que encontrou uma molécula de
parabeno dentro de uma célula de cancer, mas o estudo nunca foi reproduzido e
nunca se analisou se o parabeno veio de cosméticos ou de outras fontes. Apesar de
nao encontrar ligacao direta entre parabenos e cancer, a Unido Europeia considera que
também ndo ha dados suficientes para garantir sua seguranca, e proibe uma série de
substancias dessa classe, como isopropilparabeno, isobutilparaben, fenilparabeno,
benzilparabeno e pentilparabeno. Dos vetados na Unido Europeia, s6 o benzilparabeno e o
pentilparabeno séo proibidos como conservantes pela ANVISA (BBC, 2018).

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano e se encontra exposta a riscos de
contaminacdo e infeccdo causadas por substancias ou elementos existentes na
composi¢do quimica dos cosmeéticos, com ocorréncia de reacdes alérgicas, irritagoes,
eczemas e intoxicacoes. Por isso, a industria cosmética tem o compromisso de expor
produtos que prezem pela protecdo da saude populacional e que atendam as normas
da ANVISA, apresentando dados comprobatdrios que atestam a seguranca e eficacia
do produto, aléem de seguir as legislacbes de ingredientes atualmente existentes.
Empresas que desrespeitem as regras deverao ser penalizadas (EPOCA NEGOCIOS,
2018).
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4.3 Regularizacao de produtos cosmeéticos

A Resolucdo RDC n° 47, de 16 de marco de 2006, define a lista de filtros
ultravioletas permitidos para produtos de higiene pessoais, cosméticos e perfumes.

Os filtros ultravioletas sao substancias que, quando adicionadas aos produtos
para protecdo solar, tem a finalidade de filtrar certos raios ultravioletas
visando proteger a pele de certos efeitos danosos causados por estes raios.
Estes filtros podem ser adicionados as formulagGes de produtos dentro dos
limites e condi¢Bes discriminadas (ANVISA, 2006a).

A Resolucao RDC n° 48, de 16 de marco de 2006, define a lista de substancias
gue ndo podem ser utilizadas em produtos de higiene pessoal, cosméticos e
perfumes. Segundo ANVISA (2006b), fica proibido o uso em produtos cosméticos das
substancias classificadas como cancerigenas, mutagénicas ou téxicas para
reproducao.

A Resolucdo RDC n° 03, de 18 de janeiro de 2012, aprova a lista de substancias
que os produtos de higiene pessoal, cosméticos e perfumes ndao devem conter, exceto
nas condi¢des e com as restricdes estabelecidas (ANVISA, 2012b).

A Resolucdo RDC n° 29, de 1 de junho de 2012, aprova a lista de substancias
de acdo conservante permitidas para produtos de higiene pessoal, cosméticos e

perfumes.

Conservantes sao substancias adicionadas como ingrediente aos Produtos
de Higiene Pessoal, Cosméticos e Perfumes com a finalidade de inibir o
crescimento de microorganismos durante sua fabricacdo e estocagem, ou
para proteger os produtos da contaminac¢do inadvertida durante o uso
(ANVISA, 2012c).

A Resolucdo RDC n° 44, de 9 de agosto de 2012, aprova a lista de substancias
corantes permitidas para produtos de higiene pessoal, cosméticos e perfumes.
Segundo a ANVISA (2012d), os corantes deverao cumprir com as especificagdes de

identidade e pureza estabelecidas pelos organismos internacionais de referéncia.
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4.4 Risco cosmético

Segundo Sampaio e Rivitti (2007), o risco cosmético é a probabilidade de
ocorréncia de uma reacao de irritacdo, sensibilizacdo, sensacdo de desconforto ou
efeito sistémico.

A irritacdo € o processo inflamatdrio que ocorre na area de contato com o
produto, podendo ocorrer apOs a primeira aplicagdo ou decorrer do uso continuo. E
definida por um dano tecidual agudo ou cronico de intensidade variavel, dependendo
da concentracao dos ingredientes no produto final, da formulac&o geral, da quantidade
aplicada, da frequéncia de uso e do modo de aplicacdo (SAMPAIO; RIVITTI, 2007).

Consoante Sampaio e Rivitti (2007), a sensibilizacédo é o processo inflamatoério
que envolve o mecanismo imunolégico, do tipo celular, com tempo de contato variavel,
até gue o organismo reconheca os ingredientes alergénicos. Em geral ndo ocorre nas
primeiras 12 horas, e pode ocorrer tanto em funcao dos ingredientes isolados, quanto
da interacdo entre eles no produto final. Os sinais clinicos da irritacdo e da
sensibilizacdo sdo semelhantes, mas diferenciam-se pelo fato de a irritacdo ser dose
dependente, e a sensibilizacdo causar uma reacdo sempre que exposto aos
ingredientes causadores.

As sensacdes de desconforto sédo caracterizadas por sintomas subclinicos que
sinalizam uma irritacdo, ardéncia, coceira, dor, piniqueira. O efeito sistémico &
resultado da passagem de qualquer ingrediente do cosmético para a corrente
sanguinea, independente da via de aplicacado, e é avaliado a partir dos dados relativos
aos ingredientes presentes (CASARETT; KLAASSEN; DOULL, 2008).

4.5 Seguranca do produto cosmético

Independente do grau de risco que cada produto de beleza apresenta, este
deve ser seguro. A seguranca de um cosmeético é, no entanto, a auséncia razoavel de
risco de lesdo ao uso, ou seja, entende-se que o produto ndo provoque danos
significativos. Sabe-se que ndo existe 100% de seguranca quanto a substancias
guimicas, pois até mesmo a agua, se administrada em quantidades inadequadas,
pode ser prejudicial. Um consumidor pode utilizar varios produtos de beleza em um
mesmo dia. Como essas substancias entram em contato direto com o corpo, € de

extrema importancia garantir que o produto utilizado seja seguro. O responsavel por
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um produto de beleza deve empregar recursos técnicos e cientificos capazes de
diminuir possiveis danos aos usuarios. Mediante a vasta gama de metodologias para
os testes de seguranca, cada empresa escolhe os métodos especificos a serem
utilizados para determinados procedimentos (CHORILLI et al. 2006).

4.6 Experimentacdo in vivo

A experimentagdo animal tem servido, ao longo dos anos, como meio de
determinacdo da eficAcia e seguranca de diversas substancias e produtos, em
diversas areas (ANVISA, 2012a).

A experimentacdo animal auxilia na compreensdo e estruturacdo de uma
metodologia alternativa. As metodologias farmacoldgicas e toxicologicas baseiam-se
nos efeitos nos organismos vivos, onde o experimento é feito a partir de técnicas
bioguimicas para obtencdo de dados qualitativos e quantitativos. Muitos animais
podem ser utilizados nos experimentos, porém, para cada tipo de estudo, procura-se
um animal especifico. Esse tipo de experimento em animais ja constava no Corpus
Hipocraticum (350 a.C.), e nele havia dados de experimentagao utilizando porcos. A
padronizacao de antitoxina diftérica desenvolvida por Erlich, no fim do século XIX e a
padronizacao da insulina da década de 20 contribuiram muito para o desenvolvimento
dos estudos biolégicos. Com o passar dos anos atribuiu-se métodos estatisticos os
quais trouxeram junto de si niveis de significAncia de um resultado. Esses fatos
estatisticos juntamente com outros métodos em estudo contribuem com a
racionalizacdo do uso de animais como cobaias em testes de cosméticos
(PRESGRAVE, 2002).

Dos animais que mais se assemelham biologicamente com o ser humano o
porco e o macaco se sobressaem. Porém, pelo tamanho e pela dificuldade de manté-
los em cativeiro e pelo espago requerido para a criagéo e experimentagao ser maior,
os testes sdo feitos com animais comuns encontrados em laboratério, como ratos e
coelhos (AUBIN, 1994).

Os ratos e os coelhos apresentam uma pele diferente da pele humana em
varios aspectos, mas apesar das diferencas, sua utilizacdo é decorrente do baixo
custo e da facil obtencédo dessas espécies (AUBIN, 1994; CHORILLI et al., 2006;
VIGLIOGLIA; RUBIN, 1991).
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A principio, qualquer animal pode servir a experimentacao. Entretanto, tem-se
procurado a utilizacdo de um modelo que apresente melhor resposta a um
determinado estimulo, seja por sua maior sensibilidade, facilidade de manejo e
evidenciagdo do efeito ou por sua semelhanca anatdmica, fisiolégica ou metabdlica
com o homem. Os animais de laboratorio deverdo ser utilizados sempre que nao
existam métodos alternativos validados que os substituam ou, em casos especificos,
apos screening com métodos in vitro e/ou matematicos validados, precedendo, dessa
forma, os estudos clinicos (PRESGRAVE, 2009).

Além de questionaveis do ponto de vista ético, os testes in vivo podem ser mais
caros e menos eficientes, afinal, nem sempre os resultados observados em animais
se aplicam ao ser humano (CERQUEIRA, 2008).

Estatisticas estimam que, em 2016, o nimero de animais utilizados em
pesquisas, no Brasil, foi de 820.812. O GRAF. 2 mostra a divisdo das diferentes
espécies utilizadas. As estatisticas ndo incluem ratos, camundongos, passaros ou
peixes, j& que esses animais ndo sao protegidos por lei, embora sejam protegidos sob
outros regulamentos (CONCEA, 2016).
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Graéfico 2 - Namero de animais utilizados em pesquisa no Brasil no ano de 2016
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Fonte: Adaptado de CONCEA, 2016.

Apesar de contestadas, a experimentacdo animal ainda vem sendo
amplamente utilizada em diversas areas, incluindo pesquisa béasica, avaliacdo de
toxicidade para diferentes finalidades, controle de qualidade, entre outras. Entretanto,
para que estes ensaios sejam realizados, diversos aspectos devem ser considerados,
incluindo os que envolvem o uso ético destes animais. De acordo com a Lei
11.794/2008, os experimentos envolvendo animais devem ser aprovados por uma
Comiss&o de Etica no Uso de Animais - CEUA (BRASIL, 2008; BRASIL, 2009). Na

area cosmeética, os animais podem ser utilizados para avaliar 0s riscos potenciais
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envolvidos, seja irritacdo, alergia ou efeitos sistémicos a curto e longo prazo
(PAUWELS; ROGIERS, 2004).

4.6.1 Teste de irritacdo cutanea

O teste de irritacdo cutanea pode ser feito tanto em coelhos como em humanos.
Para realizagdo do teste é necessario medir a irritacdo com o auxilio de um teste
epicutaneo realizado sobre a pele abrasada e sobre a pele intacta de no minimo seis
coelhos albinos com os pelos raspados na anteveéspera do teste. Sobre a pele de cada
coelho aplica-se trés incisdes paralelas de trés cm de comprimento com uma agulha
de injecao hipodérmica com a intencdo de esquentar a camada cérnea sem provocar
sangramento. Para cada teste aplica-se 0,5 g das formulagdes a serem testadas, em
seguida comprime-se a area com uma gaze. Apds 24 e 72 horas € realizada uma
analise de forma a se obter o sintoma de irritacdo cutanea, conforme a escala de
Draize: discretamente irritado < 2, moderadamente irritado entre 2 e 5, e muito irritado
= 6. Com cerca de 24 voluntarios humanos, aplica-se a quantidade definida da
amostra sobre qualquer superficie do copo cobrindo-a com gaze e seu efeito &
analisado por 24 horas. O teste é repetido no mesmo local por 21 dias consecutivos,
ileso de qualquer vermelhiddo da pele. Se as irritacdes comecarem no 10° dia o indice
de irritacdo da substancia é 10 (LACHAPELLE, 1994! apud CHORRILI et al. 2006).

4.6.2 Teste de irritacdo ocular

O teste embasa-se na inocula¢do da amostra teste, pura ou diluida, de acordo
com o0 uso, no saco conjuntival de coelhos albinos. As leituras das lesdes de
conjuntiva, iris e cornea séo realizadas nos dias 1, 2, 3 e 7 ap0s a aplicacao, podendo
se prolongar até o 28° dia, seguindo a escala de Draize. Ingredientes ou produtos
acabados com pH igual ou menor que 2, ou igual ou superior a 11,5 sao considerados

corrosivos e ndao devem ser avaliados (ANVISA, 2012a).

1 LACHAPELLE, J. M. Toxicidade organica e geral. In: Pruniéras M. Manual de cosmetologia
dermatologica. 2.ed. Sao Paulo: Andrei, 1994.
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4.6.3 Teste de fototoxidade

A fototoxicidade é uma reacdo aguda, que pode ser induzida por um simples
tratamento com uma substancia quimica e simultdnea exposicdo a radiagdo
ultravioleta ou visivel. As dermatites fototoxicas séo limitadas a area de exposicéo a
luz. Reacdes fototoxicas sdo decorrentes de mecanismos imunoldgicos e geralmente
sdo acompanhadas de hiperpigmentacao e descamacao (LACHAPELLE, 1994).

Pode-se utilizar neste teste camundongos, coelhos, porcos e cobaias, sendo a
cobaia o animal de escolha. Como os produtos quimicos fototdxicos exercem
atividade em comprimento de onda igual ou superior a 310 nm, a utilizagéo de fonte
de raios ultravioleta (UV) que ndo produz reacao eritematosa parece adequada. Cada
experimento deve ser planejado individualmente, em particular quando se tratar de
substancias novas. Pode-se recorrer a duas espécies animais diferentes e a varios
periodos de exposicdo modificando a irradiacdo. Apds o trabalho exploratério em
animal, € necessario que seja realizado também o teste em peles humanas para
melhor validacdo dos produtos (PINTO; KANEKO; OHARA, 2003).

4.6.4 Teste de sensibilidade cutanea

A primeira exposicdo a uma substancia quimica promove peguena reacdo, que
se torna severa e persistente na segunda exposicdo. Contatos sequentes, mesmo que
apos semanas ou anos, produzem reacfes alérgicas de longa duracdo (BRASIL,
2002).

O teste de sensibilidade é feito em porquinhos da india ou camundongos, sendo
gue a substancia de teste é injetada intradermicamente como emulsdo a 0,1% em
solucdo aquosa de cloreto de sédio a 0,9%. A injecéo intradérmica de 0,05 mL &
aplicada na regido dorsal tricotomizada, repetindo-se a mesma dose, na mesma
regido, a cada 2 dias até completar 10 injecbes, ao longo de trés semanas
(LACHAPELLE, 1994; BRASIL, 2002).

No 35° dia o desafio final é feito no sitio de pele correspondente ao da primeira
injecéo. Animais-controle sdo simultaneamente tratados somente com diluente, sendo
este injetado intradermicamente, para comparagdo dos resultados dos animais
tratados com a substancia-teste. Se houver diferenca significativa entre as reacdes

dos animais dentro do mesmo grupo, os valores médios para a inducéo e a fase de
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teste no grupo experimental sdo comparados. A incidéncia de resposta eritematosa é
calculada, sendo que qualquer valor positivo indica sensibilizacdo. Leituras
quantitativas do teste intradérmico envolvem dificuldades significantes, pois o estado
atipico da pele provavelmente conduz a um numero significativo de falso-positivos
(LACHAPELLE, 1994; BRASIL, 2002).

4.7 Legislacao

Na area cosmeética, animais sao utilizados para avaliar os riscos potenciais
envolvidos, seja irritacdo, alergia ou efeitos sistémicos a curto e longo prazo. Os
animais de laboratorio deverdo ser utilizados sempre que ndo existam métodos
alternativos validados que os substituam (AQUINO; SPINA; NOVARETTI, 2016).

A Portaria MS n. 1.480 (1990) determina que o setor de HPPC realize ensaios
pré-clinicos em animais para irritacdo primaria cutanea e ensaio de sensibilizacéo.
Cabe ressaltar que a utilizagéo de animais deve, obrigatoriamente, seguir 0s preceitos
do rigor cientifico e da ética que norteiam os desenhos experimentais com modelos
bioldgicos, bem como, as normas de bioterismo preconizadas internacionalmente,
dentro dos preceitos éticos, pelos guias internacionais, de forma a contribuir para o
refinamento dos ensaios e a diminui¢cdo do sofrimento a que possam ser submetidos
durante a realizacdo de ensaios bioldgicos. As regras para 0 uso de animais em
pesquisa ndo séo definidas pela ANVISA e néo sao objeto de fiscalizacdo da agéncia.
Este tema é tratado na Lei 11.794, Lei Arouca, e pelos comités de éticas em pesquisa
com animais, ligados ao sistema de comités de ética em pesquisa (ANVISA, 2012a).

Apesar de numerosos, 0s produtos cosmeéticos sao formulados com um ndmero
razoavelmente restrito de ingredientes. Desta maneira, necessita-se dispor do melhor
conhecimento possivel de cada ingrediente utilizado, tanto no que diz respeito as suas
caracteristicas, bem como, a seus dados toxicoldgicos, levando-se em conta 0s Varios
riscos potenciais ligados ao uso cosmético. Esta medida €, com certeza, a melhor
maneira de evitar problemas posteriores quanto ao comportamento do produto. A
ANVISA publicou o guia para avaliacdo de seguranca de produtos cosméticos, onde
sdo discriminados os testes necessarios para comprovacdo de seguranca de
ingredientes para cosmeéticos (ANVISA, 2012a).

A ANVISA afirma que devem ser usados métodos substitutos aos animais nos

testes feitos pelos laboratoérios, porém, ainda exige testes a fim de registro de produtos
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fabricados pela indastria. Atualmente, apesar de todos os esfor¢os para a reducao e
substituicdo de animais de laboratério na experimentacédo biologica, ainda ndo é
possivel abandonar a utilizacdo desses animais na avaliacdo da seguranca de
produtos, nos seus mais diversos aspectos. Outro aspecto importante diz respeito as
condicbes ambientais e todas as regras basicas de bioterismo e manipulacdo de

animais devem, obrigatoriamente, ser observadas (ANVISA, 2012a).

4.8 Principio dos 3 R’s

O termo 3 R’s significa refinement, reduction e replacement, ou seja,
refinamento, reducéo e substituicdo, sendo aplicado em pesquisas que mantenham a
qualidade cientifica e minimizem a utilizacdo de animais e o seu sofrimento. Esse
principio visa que, futuramente, possa ocorrer realmente a substituicdo total de testes
in vivo (ANVISA, 2012a).

A reducdo estabelece que o nimero de animais utilizados em experimentos
deve ser sempre o menor possivel. J& o refinamento descreve que quando for de
extrema necessidade o uso dos testes in vivo, este deve ser feito de modo a aliviar ou
minimizar a dor, o sofrimento e o estresse dos animais utilizados. E por fim, a
substituicdo abrange a necessidade da utilizacdo de métodos alternativos que nédo
utilizem animais como cobaias (SILVA, 2013).

Com base no principio dos 3R’s, diversos métodos alternativos para avaliagao
da seguranca e eficacia de produtos cosméticos vém sendo desenvolvidos e validados
também para registro e comercializa¢do, garantindo que os produtos cheguem ao

consumidor de forma segura, sem a necessidade de testes in vivo.

49 Métodos alternativos

Segundo Presgrave (2002), para substituir, ou pelo menos diminuir a dor
causada nos animais, foram criados métodos alternativos para testes de cosmeéticos:

o Uso de informacgéo obtida no passado: devido a dados historicos em

experimentagdo animal ou em seres humanos, determinados experimentos n&do

tém necessidade de ser repetidos.

o Uso de técnicas fisico-quimicas: com o avanco da tecnologia e o

conhecimento na area quimica, algumas substancias que antigamente soO
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poderiam ser testadas em animais, hoje podem ser ensaiadas por métodos
guimicos ou fisico-quimicos.

o Uso de modelos matematicos ou computacionais: método que se utiliza
um banco de dados que pode prever acdes de substancias no organismo.

o Uso de organismos inferiores ndo classificados como animais
protegidos: larvas de camarao ou pulga d’agua sao vistos como possibilidades
de substituicdo ao uso de animais em laboratérios, utilizados em experimentos
de ecotoxicologia, sendo uma proposta alternativa ao teste de irritacdo em
coelhos.

o Uso de estagios iniciais do desenvolvimento de espécies animais
protegidas: para substituir o teste de irritagdo ocular em coelhos seria o teste
da membrana corioalantéide (HET-CAM), onde se utiliza o ovo embrionado aos
nove dias, durante esse tempo ndo ha o desenvolvimento do sistema nervoso
do embrido.

. Uso de sistema in vitro: esse sistema pode ser considerado como uma
substituicao total ou parcial dos testes realizados em animais.

o Ensaios clinicos: a utilizacdo de humanos néo se destina ao estudo de
toxicidade, mas de demonstrar a auséncia da mesma, pois o ser humano so
utiliza o produto depois do mesmo ter passado pelo método de teste in vitro e
o teste animal cujos resultados negativos pressupde que as probabilidades de
toxicidade sdo minimas.

o Uso de modelos ex vivo: bidpsia de pele proveniente de cirurgias
plasticas sdo cultivadas in vitro e compde o modelo mais avancado com
propriedades equivalentes a pele humana in vivo (GIBBS et al., 2002).

o Modelos tridimensionais: os modelos tridimensionais de reconstrucéo de
pele e epiderme foram desenvolvidos para suprir a auséncia do estrato corneo

nas culturas em monocamadas cultivadas in vitro (CATARINO, 2015).
4.9.1 Experimentacgao in vitro
Devido a evolugcdo técnico-cientifica, iniciou-se na década de 80 o

desenvolvimento de modelos experimentais alternativos para a area cosmética, em

substituicdo ao uso de animais de laboratério. Desenvolvidos inicialmente para
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responder corretamente as necessidades de pesquisa em farmacologia, os métodos
alternativos também foram contemplados para a avaliacdo de efeitos toxicoldgicos.
Alguns destes métodos séo utilizados desde tempos remotos, em particular na area
da mutagenicidade. Também foram utilizados com sucesso para a demonstracdo de
mecanismo de acao especifico, sugerindo serem uteis e preditivos no que se refere a
sistemas biologicos simples, como por exemplo, nos estudos feitos em
microrganismos, células, tecidos e/ou 6rgdos de animais ou humanos (ANVISA,
2012a).

O uso de modelos in vitro permite reduzir 0 nimero de animais em testes
cosmeéticos e também a reducdo do nimero de voluntarios para os testes em fase
avancada. Esses modelos séo reprodutiveis e apresentam baixa variabilidade entre
0S ensaios, se comparado a variabilidade animal ou ao uso de modelos ex vivo. O
modelo in vitro também permite a separacdo das diferentes células para avaliacao
individual (POUMAY; COQUETTE, 2007).

Tais modelos alternativos devem ser validados de acordo com o0s
procedimentos internacionais na area de aplicacdo, para que sejam reconhecidos pelo
meio cientifico e pelos érgaos regulatérios (BARILE, 2008; MANZINI, 2000).

Para que um modelo in vitro substitua um teste animal, este deve ser capaz de
gerar dados comparaveis aos do modelo in vivo disponiveis. Além disso, o aspecto
mais importante a ser considerado € o de gerar resultados que possam ser
correlacionados com dados humanos. Um Unico teste in vitro ndo seria suficiente para
suprir a necessidade de testes em animais, portanto, uma bateria de testes deve ser
desenvolvida e utilizada em conjunto visando gerar resultados mais potentes (OECD,
2005).

49.1.1 Teste de irritagcdo cutanea

A avaliacao do potencial de irritacdo cutanea pode ser feita através do uso de
meétodos in vitro visando verificar a acéo irritativa ou corrosiva de produtos e
substancias através do método de pele reconstituida (ANVISA, 2012a).

Os métodos de pele reconstituida podem ser usados como substitutos do teste
de Draize ou como procedimento de screening antes de se executar o teste em

animais. Estes métodos se baseiam na aplicacdo da amostra em substrato de pele
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humana ou animal reconstituida, com posterior avaliacdo pela reducao do diphenyl

tetrazoluim bromide (MTT).

49.1.2 Teste de irritacao ocular

Por meio de um conjunto de métodos in vitro (permeabilidade e opacidade de
cornea bovina (BCOP), olho isolado de galinha (ICE), HET-CAM, citotoxicidade pela
difusdo em gel de agarose, citotoxicidade pelo método do vermelho neutro,
citotoxicidade pelo método do neutral red uptake (NRU), MTT, red blood cell (RBC)),
agrupam-se informacfes que oferecem subsidios para garantir a seguranca do
produto a nivel ocular (ANVISA, 2012a).

O objetivo do ensaio HET-CAM ¢ avaliar o potencial irritante de um ingrediente
sobre a membrana coérioalantdide de ovo embrionado de galinha, no décimo dia de
incubacdo. O ensaio BCOP avalia o potencial irritante de um ingrediente apés
aplicac@o sobre a cornea isolada de bovino ou olho isolado de galinha, através da
medida da opacidade e da permeabilidade apds o contato com o produto teste. O
ensaio RBC quantifica e avalia os efeitos adversos dos tensoativos empregados em
produtos de higiene sobre a membrana plasmética das hemacias e a liberacdo da
hemoglobina e, ainda, o indice de desnaturacédo da hemoglobina, avaliado através de
sua forma oxidada, quantificados por espectrofotometria. A citotoxidade pelo método
NRU nao pode ser empregada para formula¢des alcodlicas, e é avaliada utilizando-se
uma cultura de células, adicionadas do corante vital vermelho neutro, onde a captacao
do corante pelas células viaveis é quantificada por espectrofotometria. Ja a
citotoxidade pelo método MTT néo é aplicavel a produtos insolUveis em agua, e é
avaliada com a ajuda de um corante MTT, onde os parametros de avaliacao
observados sdo a porcentagem de morte celular e a concentragédo do produto que
inibe 50% do crescimento celular (IC50) (NOBREGA et al., 2008).

49.1.3 Teste de fototoxidade

Define-se o teste de fototoxicidade como uma resposta téxica depois da
primeira exposicao da célula com agentes quimicos e posterior exposi¢ao a irradiacao.
No que se refere a avaliacdo do risco alergénico e fotoalergénico ainda ndo existem
testes in vitro (ANVISA, 2012a).
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49.1.4 Teste de permeacéo e retencao cutanea

O objetivo do teste é avaliar in vitro a permeacao e a retencao cutanea de uma
molécula ativa. Obtém-se a membrana modelo a partir da pele da orelha do porco ou
pele humana proveniente de cirurgia plastica (HAWKINS; REIFENRATH, 1986;
WAGNER et al., 2001).

Na grande parte dos casos, a permeacgdo cutanea nao pode ser evitada,
entretanto pode ser modificada pelos ingredientes da formulacgéo, por se tratar de uma
interacéo fisico-quimica entre o produto e a membrana de absorcéo, modulados pela
camada cornea. Como modelo experimental in vitro e in vivo de
penetracdo/permeacado para formulacbes cosméticas, os estudos devem ser
realizados em modelo de pele integra (ARRY, 1993; RIEGER, 1993, SCHAEFFER;
REDELMEIER,1996).

4.9.2 Simulagdes computacionais

A busca por métodos alternativos aos testes em animais vém apresentando
resultados satisfatérios, e as simulacbes de interagcbes moleculares
em computador minimizam o0 uso de cobaias e apontam para um futuro livre de
testes in vivo. As simulacdes fazem estimativas sofisticadas sobre a probabilidade de
uma substancia ser perigosa, com base na sua semelhanca com outras substancias
ja existentes e conhecidas (FREIRE, 2015).

Os modelos computacionais, denominados métodos in silico, sdo capazes de
predizer as caracteristicas de moléculas e a interacdo destas com proteinas
conhecidas, além de dados toxicologicos. Incluidos nos métodos in silico, tém-se o
SARG6 (correlacdo estrutura-atividade e identificacdo de grupos reativos), QSAR 2D
(correlacdo quantitativa estrutura-atividade), QSAR 3D (considera a tipologia
tridimensional), e QSAR 4D (considera as dindmicas de interagfes) (PAIVA et al.,
2015).

Os métodos QSAR sao os mais utilizados atualmente, especialmente no ramo
da toxicologia, chamados QSTR (correlagdo quantitativa estrutura-toxicidade). Tais
modelos podem predizer endpoints continuos ou categoricos (HARTUNG,;
HOFFMANN, 2009; WINKLER et al., 2013).


http://www.exame.com.br/topicos/animais
http://www.exame.com.br/topicos/computadores
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Uma nova abordagem in silico denominada CADD (desenho de drogas feito por
computador) leva em consideracao a ligacdo da molécula ao receptor, pode prever ou
melhorar 0 metabolismo, farmacocinética e toxicidade (KIEN; HELLER, 1967;
SLIWOSKI et al., 2014).

O sucesso de um meétodo in silico depende exclusivamente da infraestrutura
qguimico-informatica que combine diversas fontes de dados para compreender a
atividade biologica dos compostos. Esses sistemas estdo em constante atualizacao,
0 que implica que novos dados devem ser continuamente incorporados ao sistema a
medida em que novos conhecimentos estejam disponiveis (VEDANI; SMIESKO,
2009).

Os testes in silico ainda n&o eliminam a necessidade de experimentagdes com
animais, mas reduzem a quantidade de substancias a serem testadasin vivo
(FREIRE, 2015).

4.9.3 Ensaios clinicos

Produtos cosméticos necessitam de estudos clinicos em humanos, para que as
empresas oferecam aos consumidores 0 maximo de seguranga com O menor risco,
garantindo as melhores condi¢Bes de uso do produto. A partir das informacdes pré-
clinicas, deve ser confirmada a evidéncia de seguranca com o uso por humanos. Estas
informagbes s&o importantes para estabelecer adverténcias de rotulagem e
orientacdes para o servi¢co de atendimento ao consumidor. Os estudos clinicos com o
objetivo de confirmacdo de seguranca em humanos consistem em estudos de
compatibilidade (condicbes maximizadas) e estudos de aceitabilidade (condicbes
reais de uso). HA& um valor preditivo nesses estudos, entretanto os resultados
negativos nao significam auséncia total de eventuais reacdes nos usuarios (BARAN;
MAIBACH, 1994; MOSKONITZ, 1984).

4.10 Substituicdo dos testes in vivo por metodologias alternativas
Cada modelo alternativo € desenvolvido com um objetivo especifico, e muitas

vezes apresentam vantagens para determinado estudo, mas para outro apresentam
limitacdes (POUMAY; COQUETTE, 2007).
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No Brasil, os testes em animais ndo sédo proibidos, mas também néo sao
obrigatorios, como na China. Segundo a ANVISA, ndo ha exigéncia expressa para o
uso de animais em testes de cosmeéticos, mas sim da apresentacdo de dados que
comprovem a seguranca dos diversos produtos registrados na agéncia. Métodos
alternativos sdo aceitos desde que sejam capazes de comprovar a seguranca do
produto (ROSA, 2013).

Em junho de 1989, a Avon anunciou o término de todos os testes com animais
em seus produtos, inclusive em laboratérios do exterior. No Brasil, O Boticario e a
Natura baniram os testes em animais em 2000 e 2006. Entretanto, muitas empresas
ainda testam cremes e maquiagem em animais a fim de avaliar riscos de reacdes
alérgicas (CERQUEIRA, 2008).

Para avaliagdo da irritagcdo cutanea e da corrosividade, ndo sdo mais
necessarios testes que expdem cobaias vivas ao produto, como coelhos. Esses
testes podem ser feitos em pele humana reconstituida, ou seja, tecidos produzidos
em laboratério por meio de cultura de células. Mas a aplicacao desse método ainda
apresenta um obstaculo para o Brasil, devido ao fato de o material utilizado na
producdo da pele ser importado e ter validade de apenas sete dias. Testes de
permeacao cutanea também podem funcionar com um sistema in vitro, envolvendo
apenas a analise de células em laboratdrio. Testes de irritacdo ocular in vivo também
podem ser substituidos, parcialmente, pela utilizacdo de olhos de bois ou de galinhas
que ja foram abatidos para o consumo (LENHARO, 2013).

Modelos computacionais também podem substituir testes in vivo na
verificacdo da toxicidade de uma substancia e na maneira com que essa sera
metabolizada pelo organismo. O teste in silico pode ser feito pela analise de
moléculas através de programas de computador que permitem compara-las com
dados referentes a outras moléculas. Alternativas ainda mais ambiciosas, como a
simulacao de um 6rgédo completo, estdo em desenvolvimento (PRESGRAVE, 2009).

Enquanto a adeséo a tais alternativas é capaz de substituir o uso de animais
em determinadas situacdes, os testes in vivo ainda sao indispensaveis para
demonstrar os efeitos do produto no organismo vivo como um todo (LENHARO,
2013).

Apesar das vantagens, nenhum método alternativo individual é capaz de
substituir o uso completo de testes in vivo, pois cada método reproduz parcialmente

a complexa resposta fisioldgica que ocorre em um organismo vivo. Uma combinagéo
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estratégica de diversos meétodos alternativos tem maiores chances de levar a
completa substituicdo de testes em animais (CERQUEIRA, 2008).

4.11 Teste de penetracdo cutanea in vitro através da utilizacdo de um modelo

de biomembrana alternativo

Baby et al. (2008b) desenvolveram e avaliaram a estabilidade de uma emulsao
cosmética contendo rutina e propilenoglicol como promotor de penetracdo cutanea, e
estudaram também a penetracdo e retencdo cutanea in vitro empregando uma
biomassa alternativa: muda de pele de cobra. A rutina é utilizada como antioxidante e
também na prevencdo da vulnerabilidade capilar. A penetracao e retencdo cutanea in
vitro foram realizadas em células de difusdo vertical com muda de pele de cobra da
espécie Crotalus durissus. Estudos de penetracdo in vitro por intermédio da pele
humana seriam o ideal, porém, a muda de pele de cobra se apresenta como estrato
corneo puro, fornecendo barreira similar ao humano, e € obtida sem a morte do animal.
O experimento durou cerca de seis horas e a emulsdo ndo promoveu penetragéo
cutanea da rutina através da pele de cobra utilizada como biomembrana alternativa.
Em conclusdo, a emulsdo ndo favoreceu a penetracdo cutanea da rutina, mas
favoreceu sua retencdo no estrato cérneo de Crotalus durissus, condi¢do estavel no
periodo de 30 dias. O estudo mostrou, portanto, ser possivel e viavel a utilizacdo de

testes alternativos que ndo maltratem animais ou seres humanos.

4.12 Desenvolvimento de uma epiderme equivalente para substituicdo de

testes de cosméticos in vivo

Catarino (2015) estudou o desenvolvimento de uma epiderme equivalente, com
isolamento das células a partir de amostras de pele provenientes de cirurgia de
postectomia doadas voluntariamente, e posterior otimizacdo do processo através da
incorporacdo de uma membrana biopolimérica como suporte celular, contribuindo
para a geracdo de métodos alternativos que possam ser utilizados na avaliacdo do
risco cosmeético em substituicdo aos testes in vivo, avaliando in vitro a corrosao da
pele.

O modelo de epiderme humana reconstruida consiste de um tecido epidérmico

diferenciado tridimensionalmente a partir de queratindcitos humanos cultivados em
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um meio quimicamente definido. A validacdo deste modelo para testes do potencial
corrosivo de cosméticos foi realizada seguindo os principios do Guia 431 da
Organizagéao para Cooperagéo e Desenvolvimento Econdmico (OECD). Os resultados
de viabilidade celular demonstraram que o modelo criado permite distinguir
substancias corrosivas e ndo corrosivas. No entanto, ndo permite a subcategorizacéo
das substancias corrosivas. Assim, a epiderme equivalente pode ser utilizada como
um método de teste relevante e confidvel usado para pesquisa e investigacao de risco
quimico.

Visando a otimizacdo do modelo, a autora testou a incorporacdo de uma
membrana biopolimérica como suporte para o0 crescimento celular. A andlise
histolégica demonstrou que as membranas sédo biocompativeis. Entretanto, ndo se
observou uma diferenciacdo adequada com a formacao de uma epiderme semelhante
a humana. Além disso, a falta de uniformidade e reprodutibilidade nos resultados
indicam que € necessaria uma otimizacdo dos processos de fabricacdo das
membranas e geracao do equivalente epidérmico.

Em concluséo, o equivalente epidérmico podera ser utilizado para pesquisa e
avaliacdo de risco cosmético, contribuindo para a geracdo de métodos alternativos

aos testes em animais de laboratorio.
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5 CONCLUSAO

Os ensaios bioldgicos sdo essenciais na avaliacdo da seguranca de produtos
cosmeéticos, usados de forma continua e prolongada pelos consumidores. Por esse
motivo e, devido a necessidade de substituicdo do uso de animais, € possivel concluir
a necessidade da validacao de métodos alternativos com viabilidade comprovada.

No artigo de Baby et al. (2008b), os autores realizaram um teste de penetracao
cutanea através de um modelo in vitro de biomembrana alternativa com a utilizacao
da muda de pele de cobra, obtida sem a morte do animal. Na dissertacéo de Catarino
(2015), a autora desenvolveu uma epiderme equivalente, com isolamento das células
a partir de amostras de pele provenientes de cirurgia de postectomia, doadas
voluntariamente, para avaliar in vitro a corrosdo cutanea. Em conclusado, os autores
observaram a viabilidade da substituicdo do teste in vivo pela utilizacdo do teste
alternativo proposto.

Os métodos alternativos possuem potencial de substituicdo ao uso de animais
em testes de laboratério, mas determinadas empresas de cosméticos insistem na
utilizacao de testes in vivo para demonstracéo do efeito real do produto no organismo
vivo como um todo.

Apesar das vantagens, nenhum método alternativo individual é capaz de
substituir o uso completo de testes in vivo. Cada método reproduz parcialmente a
complexa resposta fisioldgica que ocorre em um organismo Vvivo, e uma combinacao
estratégica de diversos métodos alternativos tem maiores chances de levar a

completa substituicdo de testes em animais.
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