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RESUMO

Os cosméticos, assim como outros produtos que contém agua e compostos
organicos/inorganicos, exigem protecdo contra a contaminag¢ao microbioldgica,
sendo de grande importancia o uso de conservantes antimicrobianos, para
prolongar a vida util dos produtos e garantir a seguranca do consumidor. A
avaliacdo de seguranca dos cosmeéticos €, geralmente, determinada a partir do
conhecimento da toxicidade dos ingredientes e da compatibilidade dos
produtos com a pele. A combinacdo de métodos in vitro e in silico, além de
aplicavel a area cosmética, vem ganhando maior espaco na avaliacdo de
parametros toxicolégicos. Deste modo, o objetivo desse trabalho foi avaliar a
seguranca dos conservantes propilparabeno (PP), metilparabeno (MP),
fenoxietanol (FE), mistura de metilcloroisotiazolinona e metilisotiazolinona
(CMI/MI), DMDM hidantoina (DMDMH), imidazolidinil ureia (IMU),
dehidroacetato de sdédio (SD), alcool benzilico (BA), cloreto de benzalconio
(BAC), caprilil glicol (CG), benzoato de sédio (SB) e etilhexilglicerina (EEG) por
meio de uma abordagem integrada de métodos in vitro e in silico. Foram
realizados testes in vitro de citotoxidade e avaliacdo do potencial de irritacao
ocular, analise in silico dos desfechos de sensibilizacdo da pele, fototoxicidade,
toxicidade oral aguda, carcinogenicidade, mutagenicidade, genotoxicidade e
atividade enddcrina. Os resultados obtidos foram plotados em uma matriz
toxicologica para a avaliagdo do perigo, na qual os conservantes foram
classificados em niveis de toxicidade definidos como baixo (B) e alto (A). Na
avaliacdo da exposicao, foi estabelecida a concentracdo maxima segura e a
caracterizagcdo do risco, que permitiram a integragcdo dos dados e uma
conclusdo de seguranca. Considerando a abordagem de avaliagdo do perigo,
os desfechos mais preocupantes, nos quais grande parte dos conservantes
receberam classificagdo de nivel alto de toxicidade, foram a irritagdo da pele
(PP, MP, FE, CMI, MI, DMDMH, IMU, BAC, CG e EEG), sensibilizagéo da pele
(MP, FE, CMI, MI, DMDMH, IMU, SD e BA) e toxicidade oral aguda (FE, CMI,
MI, DMDMH, SD, BA e BAC). Na avaliacdo da exposi¢cdo, apenas dois

conservantes (SB e EEG) ficaram com a margem de seguranca (MoS) abaixo
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de 100; contudo, reduzindo a concentracdo utilizada foi possivel chegar em
uma concentracdo segura. Considerando os ensaios realizados, é necessaria
uma abordagem holistica que englobe os resultados obtidos in vitro e in silico,
pois dados isolados ndo configuram uma avaliacdo de seguranca. Apesar dos
desafios na utilizacdo de métodos in silico, a abordagem integrada de testes
proposta permitiu a robustez na avaliagdo da seguranca. Os conservantes
antimicrobianos estao presentes em praticamente todos os produtos; portanto,
as substancias que tenham potencial para causar qualquer efeito adverso,
devem ser incorporadas, nos cosméticos, em condi¢cdes consideradas seguras,

para garantir a integridade da saude humana.

Palavras-chave: cosméticos, conservantes antimicrobianos, in vitro, in silico,

avaliacao de seguranca.



AVA
4avavay  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp Y& «9ULIO DE MESQUITA FILHO”

Campus de Araraquara

ABSTRACT

Cosmetics, like other products containing water and organic/inorganic
compounds, require protection against microbiological contamination. It is
important to use antimicrobial preservatives to prolong the shelf life of products
and ensure consumer safety. The safety assessment of cosmetics is generally
determined from knowledge of the toxicity of the ingredients and the
compatibility of the products with the skin. The combination of in vitro and in
silico methods, in addition to being applicable to cosmetic purposes, has been
gaining more space in the assessment of toxicological parameters. Thus, the
aim of this work was to evaluate the safety of preservatives: propylparaben
(PP), methylparaben (MP), phenoxyethanol (FE), mixture  of
methylisothiazolinone and methylchloroisothiazolinone (CMI/MI), DMDM
hydantoin (DMDMH), imidazolidinyl urea (IMU), sodium dehydroacetate (SD),
benzyl alcohol (BA), benzalkonium chloride (BAC), caprylyl glycol (CG), sodium
benzoate (SB) and ethylhexylglycerine (EEG) through an integrated approach
of in vitro and in silico methods. In vitro cytotoxicity tests, evaluation of eye
irritation potential and in silico analysis of skin sensitization, phototoxicity, acute
oral toxicity, carcinogenicity, mutagenicity, genotoxicity, and endocrine activity
endpoints were performed. The results obtained were plotted in toxicological
matrices for hazard assessment, where preservatives were classified into
toxicity levels defined as low (B) and high (A), exposure assessment, where the
maximum safe concentration was established and risk characterization, which
allowed for data integration and a safety conclusion. Considering the hazard
assessment approach, the endpoints in which most preservatives were rated as
high toxicity level were skin irritation (PP, MP, FE, CMI, Ml, DMDMH, IMU,
BAC, CG and EEG), skin sensitization (MP, FE, CMI, MI, DMDMH, IMU, SD
and BA), and acute oral toxicity (FE, CMI, MI, DMDMH, SD, BA and BAC). In
the exposure assessment, only two preservatives (SB and EEG) had a safety of
margin (MoS) below 100, however, by reducing the concentration used, it was
possible to reach a safe concentration. Considering the tests performed, a

holistic approach that encompasses the results obtained in vitro and in silico is
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necessary, as isolated data do not constitute a safety assessment. Despite the
challenges in using in silico methods, the proposed integrated testing approach
allowed for robustness in the safety assessment. Antimicrobial preservatives
are present in virtually all products; therefore, substances that have the
potential to cause any adverse effect must be incorporated into cosmetics under

conditions considered safe to ensure the integrity of human health.

Keywords: cosmetics, antimicrobial preservatives, in vitro, in silico, safety

assessment.
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Quadro 12. Métodos alternativos aceitos pelo CONCEA (RN n° 18 e 31)...Erro!
Indicador n&o definido.

Quadro 13. Classificacdo das substancias-teste pela metodologia STE.....Erro!
Indicador n&o definido.

Quadro 14. Notacdo quimica SMILES................ Erro! Indicador n&o definido.
Quadro 15. Softwares e modelos preditivos utilizados nas analises in silico

............................................................................ Erro! Indicador nao definido.
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LISTA DE EQUACOES

Equacdo 1. Célculo de viabilidade celular com corante azul de tripano...... Erro!
Indicador néo definido.

Equacdo 2. Calculo da porcentagem de células mortas para 0s ensaios

MTT/INRU .o Erro! Indicador n&o definido.
Equacdo 3. Calculo da porcentagem de células vivas para 0s ensaios
AV I N O Erro! Indicador ndo definido.
Equacéo 4. Calculo da viabilidade celular (%) para o ensaio STE............... Erro!

Indicador n&o definido.
Equacdo 5. Célculo da SED para avaliagdo da exposi¢ao sistémica.......... Erro!
Indicador néo definido.
Equacéo 6. Calculo da MoS para avaliacdo da exposicao sistémica.......... Erro!

Indicador nao definido.
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LISTA DE ABREVIATURAS

A: Alto

ABDI: Agéncia Brasileira de Desenvolvimento Industrial
ABIHPEC: Associacdo Brasileira da Industria de Higiene Pessoal, Perfumaria e
Cosmeéticos

ACFB: Academia de Ciéncias Farmacéuticas do Brasil

ADI: Applicability Domain Index - indice do dominio de aplicabilidade
ANF: Academia Nacional de Farmacia

ANVISA: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

AOP: Adverse Outcome Pathway — Via de desfecho adverso

B: Baixo

BA: Alcool benzilico

BAC: Cloreto de benzalconio

BCOP: Bovine corneal opacity and permeability

BraCVAM: Centro Brasileiro de Validacao de Métodos Alternativos
CAGR: Taxa de crescimento anual composta

CAS: Chemical Abstracts Service

CE: Comisséao Europeia

CG: Caprilil glicol

Cl: Confidence Interval - Intervalo de confianca

CIR: Cosmetic Ingredient Review

CMI: Metilcloroisotiazolinona

CN: Controle negativo

COg2: Dioxido de carbono

CONCEA: Conselho Nacional de Experimentacédo Animal
COVID-19: Coronavirus Disease — 2019

CP: Controle positivo

DA: Dominio de aplicabilidade

DCA: Dermatite de contato alérgica

DCI: Dermatite de contato irritativa

DHA: Acido dehidroacético
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DMDMH: DMDM hidantoina
DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
DMSO: Dimetilsulfoxido
DP: Desvio padrao
DNA: Acido desoxirribonucleico
DPRA: Direct Peptide Reactivity Assay
EEG: Etilhexilglicerina
EHS: Environment, Health and Safety
FD: Fora do dominio
FE: Fenoxietanol
FIOCRUZ: Fundag&o Oswaldo Cruz
GHS: Globally Harmonised System of Classification, Labelling and Packaging
of Chemicals
HaCaT: Human Immortalized Keratinocytes
h-CLAT: Human Cell Line Activation Test
HDFa: Human Dermal Fibroblasts, Adult
HepG2: Liver Hepatocellular Carcinoma
HET-CAM: Hen's Egg-chorioallantoic Membrane
HPPC: Higiene Pessoal, Perfumaria e Cosméticos
IARC: International Agency for Research on Cancer
IATA: Integrated Approaches to Testing and Assessment
ICs0: Concentragao que inibe 30% da viabilidade celular
ICs0: Concentracao que inibe 50% da viabilidade celular
ICE: Isolated Chicken Eye
IMU: Imidazolidinil ureia
INCI name: International Nomenclature of Cosmetic Ingredient
INCQS: Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude
LC: Lethal concentration — Concentracao letal
LD: Lethal dose — Dose letal
LLNA: Local Lymph Node Assays
LSS: Lauril sulfato de sédio

MCTIC: Ministério da Ciéncia, Tecnologia, Inovacdes e Comunicacdes
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MDCK: Madin-Darby Canine Kidney
MEM: Minimum Essential Media
MI: Metilisotiazolinona
MIE: Molecular Initiating Event
MN: Micronucleos
MNvit: Teste do micronucleo in vitro
MoA: Mode of Action — Modo de acao
MoS; Margin of Safety — Margem de seguranca
MP: Metilparabeno
MTT: Brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazdlio
NOAEL: No Observed Adverse Effect Level - Nenhum nivel de efeito adverso
observado
NRU: Neutral Red Uptake
OD: Densidade Optica
OECD: Organisation for Economic Co-operation and Development
ONU: Organizacao das Nac¢des Unidas
PBPK: Physiologically-based PharmacoKinetics
PBS: Phosphate buffered saline
PBTK: Physiologically based ToxicoKinetics
pH: Potencial hidrogeniénico
PP: Propilparabeno
PL: Projeto de lei
PLC: Projeto de lei da Camara
QSAR: Quantitative-Structure-Activity-Relationship
RDC: Resolugao da Diretoria Colegiada
RENAMA: Rede Nacional de Métodos Alternativos
RhCE: Reconstructed human cornea-like epithelium
RhE: Reconstructed human epidermis
RN: Resolugao normativa
RNA: Acido ribonucleico
SB: Benzoato de sédio

SCCS: Scientific Committee on Consumer Safety
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SD: Dehidroacetato de sédio
SED: Systemic Exposure Dose — Dose de exposig¢ao sistémica
SF: Soro fisiolégico
SFB: Soro fetal bovino
SIRC: Statens Seruminstitut Rabbit Cornea
SMILES: Simplified Molecular Input Line Entry System
STE: Short Time Exposure
TER: Resisténcia elétrica transcutanea
TG: Test Guideline
UE: Unido Europeia
UN GHS Cat. 1: Categoria 1
UN GHS Cat. 2A: Categoria 2A
UN GHS Cat. 2B: Categoria 2B
UN GHS Nao Cat.: Nao categoria
USEPA: United States Environmental Protection Agency
WOoE: Weight of Evidence — Peso de evidéncia
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1. INTRODUCAO

O mercado global de cosméticos tem sofrido desde o inicio da pandemia
do coronavirus (COVID-19). Com o lockdown, muitas lojas fecharam, para
nunca mais reabrir; contudo, a industria cosmética tem se mostrado resiliente,
com crescimento constante nos ultimos anos. O Brasil possui grande
representatividade nesse mercado, ocupando uma das primeiras posi¢cdes no
ranking mundial de consumo de higiene pessoal, perfumaria e cosméticos.

Os cosméticos, assim como outros produtos que contém agua e
compostos organicos/inorganicos, exigem protecdo contra a contaminacao
microbiolégica, sendo de grande importancia o uso de conservantes
antimicrobianos, para prolongar a vida util dos produtos e garantir a seguranca
do consumidor. O uso inadequado de conservantes pode levar a deterioracao
do produto; por outro lado, 0 uso excessivo pode aumentar o risco de reacfes
adversas, como a dermatite de contato, além de, possivelmente, contribuir para
0 aumento da resisténcia a agentes antimicrobianos.

A proibicdo dos testes em animais na Unido Europeia, para fins
cosmeéticos, representou um avancgo importante para o fim de uma era de
testes em animais, em todo o mundo. O banimento cobriu todos os desfechos
toxicoldgicos, independentemente de um conjunto completo de metodologias
alternativas estar disponivel para substituir os testes em animais
correspondentes, trazendo desafios para os pesquisadores e avaliadores de
seguranca.

Neste contexto, novas metodologias para avaliacdo de seguranca de
ingredientes cosméticos vém sendo desenvolvidos e aprimorados nos ultimos
anos. Metodologias in chemico, in vitro e in silico sdo utilizados em uma
estratégia integrada de teste, com o objetivo de cobrir o maior nimero de
desfechos toxicoldgicos, buscando garantir a seguranca dos consumidores.

Atualmente, ha muita discussao sobre quais conservantes devem ou néo
ser utilizados e ndo existe um consenso. Conservantes tradicionais como 0s
parabenos foram substituidos por outros ingredientes como fenoxietanol e as

izotiazolinonas, as quais foram responsaveis por inumeros casos de dermatite
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de contato alérgica. Hoje, vemos esses mesmos conservantes também sendo
substituidos por outras matérias-primas, como um ciclo sem fim. Nada parece
bom o suficiente para o marketing, que s6 tem aumentado a lista de
ingredientes para serem incluidos nas alegacdes de rétulo “free-of” ou “free-
from”. Deste modo, foi proposta uma avaliacdo de seguranca integrada, por
meio de metodologias in vitro e in silico, a fim de garantir o uso seguro desses

ingredientes, em produtos cosméticos.
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5. CONCLUSAO

Considerando os ensaios realizados, é necesséria uma abordagem
holistica que englobe todos os resultados obtidos in vitro e in silico, pois dados
isolados ndo configuram uma avaliacdo de seguranca.

A viséo global do cenério foi possivel na avaliacdo do perigo, na qual os
desfechos foram categorizados de acordo com o nivel de toxicidade.

Na avaliacdo da exposicédo, na qual foi estabelecida a concentragcao
maxima segura e a na caracterizacao do risco, que permitiu a integracdo dos
dados e uma conclusado de seguranca.

Apesar dos desafios na utilizacdo de métodos in silico, a abordagem
integrada de testes proposta, permitiu a robustez na avaliacdo da seguranca
dos conservantes contemplados neste trabalho.

A interpretabilidade e mecanistica envolvida no uso de ferramentas in
silico permite corroborar para uma estratégia Gtil na avaliagdo de ingredientes
cosméticos, desde que os resultados sejam adequados, relevantes e
confiaveis.

Os conservantes antimicrobianos estdo presentes em praticamente
todos os produtos; portanto, as substancias que tenham potencial para causar
qualquer efeito adverso, devem ser incorporadas nos cosmeéticos em condicfes

consideradas seguras para garantir a integridade da saide humana.
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