v ETA]
AVAVAY UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA gs
g

u nesp &Y «9ULIO DE MESQUITA FILHO”

Campus de Araraquara

Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho”

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Campus de Araraguara
Programa de Pdés-graduacao em Ciéncias Farmacéuticas

Abordagem integrada de metodologias in vitro e in silico para
avaliacdo da seguranca de conservantes antimicrobianos

utilizados em cosméticos

Gabriela de Oliveira Prado Corréa

Orientadora: Profa. Dra. Vera Lucia Borges Isaac

Araragquara
2021



AVA
4avavay  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp Y& «9ULIO DE MESQUITA FILHO”

Campus de Araraquara

Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho”

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Campus de Araraquara
Programa de Pos-graduacao em Ciéncias Farmacéuticas

Abordagem integrada de metodologias in vitro e in silico para
avaliacdo da seguranca de conservantes antimicrobianos

utilizados em cosméticos

Gabriela de Oliveira Prado Corréa

Tese apresentada ao Programa de
Pos-Graduacao em Ciéncias
Farmacéuticas, Area de Pesquisa e
Desenvolvimento de Farmacos e
Medicamentos, para obtencéo do Titulo
de Doutor em Ciéncias Farmacéuticas.

Orientadora: Profa. Dra. Vera Lucia Borges Isaac

Araragquara
2021



A
AVA#AV UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

\V4
u nes & 90LI0 DE MESQUITA FILHO”
Campus de Araraquara

A,

VHVIOVHVEY a0 ‘(;

FACULOADE DE cag,

SOLIS DOML SALUS.

C824a

Corréa, Gabriela de Oliveira Prado.

Abordagem integrada de metodologias in vitro e in silico para
avaliacdo da seguranca de conservantes antimicrobianos utilizados em
cosmeticos / Gabriela de Oliveira Prado Corréa. - Araraquara: [S.n.],
2021.

139 f. @il

Tese (Doutorado) - Universidade Estadual Paulista. "Julio de
Mesquita Filho". Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas. Programa de

Pos Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas. Area de Pesquisa e
Desenvolvimento de Farmacos e Medicamentos.

Orientadora: Vera Lucia Borges Isaac.

1. Cosméticos. 2. Conservantes antimicrobianos. 3. In vitro. 4. In

silico. 5. Avaliagdo de seguranca. 1. Isaac, Vera Lucia Borges, orient. IL.

Titulo.

Diretoria do Servico Técnico de Biblioteca € Documentacdo - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

UNESP - Campus de Araraquara

CAPES: 33004030078P6
Esta ficha ndo pode ser modificada



A ;
oy UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA g

\V4
u nesp Y& «9ULIO DE MESQUITA FILHO”

Campus de Araraquara sous pomsats

o UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA T,
esp” |
u n p Cimpus de Araraquara !il
CERTIFICADO DE APROVACAO

TITULO DA TESE: Abordagem integrada de metodologias in vitro e in silico para avaliacio da seguranca de
consernvantes antimicrobianos utilizados em cosméticos

AUTORA: GABRIELA DE OLIVEIRA PRADO CORREA
ORIENTADORA: VERA LUCIA BORGES ISAAC

Aprovada como parte das exigéncias para obtencdo do Titulo de Doutora em CIENCIAS
FARMACEUTICAS, area: Pesquisa e Desenvolvimento de Farmacos e Medicamentos pela Comissdo
Examinadora:

Profa. Dra. VERA LUCIA BORGES ISAAC (Paricipacao Virtual)
Departamento de Famacos e Medicamentos / Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - UNESP - Araraquara

Profa. Dra. MARIA JOSE VIEIRA FONSECA (Participacao Virtual)
Departamento de Ciéncias Famacéuticas [ Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP

Profa. Dra. CRISTINA MARILA FRANZINI (Participacao Virtual)
Departamento de Farmacia / Fundagdo Herminio Ometto — FHO/UNIARARAS

Profa. Dra. CARLA APARECIDA PEDRIALI MORAES (Participacac Virtual)
FATEC Diadema “Luigi Papaiz”

Profa. Dra. REGINA MARIA BARRETTO CICARELLI (Participacao Virtual)
Departamento de Ciéncias Bioldgicas / Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - UNESP - Araraquara

Araraquara, 17 de agosto de 2021

Faculdade de Ciincias Fammaciuaticas - CAmpus de Aramquars -
RODOWVIA ARARAGUARA - JAL, Km 1, 12800803
hEpowww. fcfar. unesp briflipos-graduacaci dencizs-famaceuticas/CNP X £8 031,51 8000500,



AVA
AVAVAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA 5 £

\V4
u nes Y& «9ULIO DE MESQUITA FILHO” g
Campus de Araraquara sous pomsats

DEDICATORIA

Dedico esse trabalho a todos os animais de laboratério
gue morreram em nome da ciéncia: vocés nunca serao
esquecidos! Somente, gracas aos testes em animais, a
ciéncia evoluiu e, hoje, enfim, vislumbramos um futuro

totalmente sem testes em animais, muito préximo.

#foreveragainstanimaltesting



\V
Aany UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp Y& «9ULIO DE MESQUITA FILHO”

Campus de Araraquara

AGRADECIMENTOS

A Deus por me dar forgas e proporcionar a realizagdo de mais esse sonho;

A minha familia pela paciéncia, auxilio e compreensdo, em especial ao meu

marido Murilo Corréa, que sempre esteve ao meu lado me apoiando nos

momentos felizes e tristes;

A minha orientadora Profd2 Dr2 Vera Lucia Borges Isaac pela amizade,
companheirismo, paciéncia, incentivo e a todos 0s ensinamentos académicos

e de vida;

Ao Grupo Boticario, em especial a Andrezza Di Pietro Micali Canavez, por

toda paciéncia, ensinamentos e amizade;

A técnica de laboratdrio llza Yogui, pela ajuda e colaboragéo;

A Professora Titular Dr2 Regina Maria Barretto Cicarelli, por ceder seu

laboratorio para a realizacao dos ensaios envolvendo cultura celular;

Aos alunos da Profa. Vera e do Prof. Marcos, que se tornaram grandes

amigos durante essa jornada;

A Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — UNESP e ao Programa de Pos-

graduacéo;



o 1
4avavay  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA 5§
H - z

u nesp Y& «9ULIO DE MESQUITA FILHO”

Campus de Araraquara TR

A Coordenacido de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES) pela bolsa de estudos concedida,;

A plataforma PReMASUL, do Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovacdes,
por oferecer treinamentos para os metodos alternativos ao uso de animais, dos

quais tive o prazer de participar de dois;

As empresas Chemyunion, Clariant, Biovital, QuantiQ e Grupo Boticério,

gue doaram as amostras de conservantes para a realizacdo desse trabalho;

Um agradecimento geral a todos que me ajudaram, pois foram muitas
pessoas, praticamente nada do que estd aqui eu fiz sozinha, tive a sorte de
encontrar pessoas incriveis que me ajudaram muito! Obrigada, o mérito desse

trabalho também é de vocés.



o Vil
&

P

A
AVA#AV UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA 5

\V4
u nesp Y& «9ULIO DE MESQUITA FILHO”

Campus de Araraquara sous pomsats

EPIGRAFE

"Nao deseje que as coisas sejam mais faceis; deseje

gue vocé seja melhor!"

Jim Rohn



Aany UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

\WA
u nesp Y& «9ULIO DE MESQUITA FILHO”

Campus de Araraquara

SUMARIO

DEDICATORIA ...ttt Y%
AGRADECIMENTOS ..o e e eeaans VI
EPIGRAFE ...ttt Vil
RESUMO . ... et e e e e e e e aa e e e eeeaans Xl
AB ST R A C T e e et e et e e e e e e e aaans XIV
LISTA DE FIGURAS ... XVI
LISTADE TABELAS ... XVII
LISTA DE QUADROS ...ttt eeees XVII
LISTADE EQUAGOES .......ooiiiieeeeeeeeeeeeeeee ettt XIX
LISTA DE ABREVIATURAS ...t XX
1. INTRODUGAO ...ttt ettt et 24
1.1. ReVISE0 da HEEratural ........ccoeeiiiiiiiiiiiiiiiee e 25
1.1.1. Cenario atual do mercado COSMEALICO .........cceeeeeeriiiiiriiiieieeeeannne 25

1.1.2. Definicéo e classificacdo de produtos COSmMEticos....................... 26

1.1.3. Seguranca microbiolégica de produtos cosmeéticos..................... 27

1.1.4. Legislagdes vigentes para CONSErvantes ...........cccccveveeveneennnnnnnnns 30

1.1.5. Propilparabeno e Metilparabeno.............cccccuvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiis 32

1.1.6. FENOXIETANO ... .uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 34

1.1.7. Metilcloroisotiazolinona e metilisotiazolinona ..............cccccvvvvenneee 36

1.1.8. DMDM hidantoina e imidazolidinil ureia...............cccccuvvvviivnnennnnnns 37

1.1.9. Dehidroacetato de SOUI0...........uuuuuuriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieiaeeeeees 39
1.1.10. AlCOOI DENZINCO......ceveeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 40
1.1.11. Cloreto de benzalCOnio ...........ccoeeeiiiiiiiiiiiiiiiee e 41
1.1.12. Caprilil gliCOL.......oiiiiiieeee e 42
1.1.13. BeNZ0oAto de SOAIO ........ccuueeiiiiieeeeee ettt 43

1.1.14. EtiINeXilglCerina .......cooviiiiiiiiee e 43



Aany UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

\WA
u nesp Y& «9ULIO DE MESQUITA FILHO”

Campus de Araraquara

1.1.15. Avaliacdo de seguranca de matérias primas cosméticas .......... 44
1.1.16. Métodos alternativos ao USO de animais.............cceeevvvvvennnennnnnns 47
1.1.17. Metodologias IN VItrO ..........uuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeee 50
1.1.18. Metodologias N SHICO..........uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiieiiie 59

2. OBUIETIVOS ...ttt e e e e e e e e e e e e e 63
2.1. ODJEtiVO geral......ccoooiiiiiiiiii 63
2.2. ObjetivoSs ESPECITICOS .....uuuiiiiiiiieee i 63
3. MATERIAL E METODOS ..ottt ettt 64
TRt O |V = 1= - | PRI 64
.11 AMOSITAS ..ot e e e e e e e s 64

3.1.2. Material para rotina celular ..., 64

3.1.3. REAGENTES ... 64

3. 1.4, EQUIPAMENTOS ... .coiiie et 64

K |V =3 (oo [ 1 PRSPPI 65
3.2.1. AvaliaG8o IN VITIO....ccoee oo 65
3.2.1.1. Ensaio de exclusao do corante azul de tripano..................... 65

3.2.1.2. Avaliagao da citotoxicidade por meio das metodologias que

utilizam os corantes vitais MTT € NR ... 66

3.2.1.3. Avaliagéo de dano ocular (Short Time Exposure — STE) ...... 71

3.2.2. AvaliaGao0 iN SIlICO ...cceveiiiiiiiee e 76

3.2.3. AvaliaGao dO PErIgO0 ....ccuuuuniiieeeiieeeiii e 81

3.2.4. Avaliacéo da exposicao e caracterizagao do risco .................ee... 83

4, RESULTADOS E DISCUSSAO.......oooiiieeeeeeeeeeeeee et 84
o N V7= 1= ox= (o T IRV 1 (o U 84

4.1.1. Avaliacdo da citotoxicidade por meio das metodologias que

utilizam os corantes vitais MTT € NR. .....coooviiiiiiii e, 84
4.1.2. Avaliacao de dano ocular (Short Time Exposure — STE)............. 99

v AN V7= [ = ox- To TN T 1K1 11T o J SRR 104



& %
AVA
AvAvAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA 5!‘

u nes & 90LI0 DE MESQUITA FILHO” g
Campus de Araraquara sous pomsats

VARG TN VZ= VI F=Tox= To o [0 JN o 1=] £ o o H0 OSSP 114
4.4. Avaliacao da exposicao e caracterizacao do riSCO...........cceeeeereeeerennnnns 119
5. CONCLUSAO. ... ..ttt e e 123

6. REFERENCIAS.......cooiiiiteieecteeeee ettt 124



AVA
4avavay  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp Y& «9ULIO DE MESQUITA FILHO”

Campus de Araraquara

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), sensibilizagao 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, € 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.
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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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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 Nacdes 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 fisioldgico
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 Uultimos 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 contaminacéo
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 deterioracdo
do produto; por outro lado, 0 uso excessivo pode aumentar o risco de reagdes
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 avanco 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
seguranga.

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 niamero de
desfechos toxicoldgicos, buscando garantir a seguranca dos consumidores.

Atualmente, ha muita discussao sobre quais conservantes devem ou hao
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 rotulo “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.
1.1. Reviséo da literatura

1.1.1. Cenario atual do mercado cosmético

Enquanto o PIB do Brasil retraiu 4,1% em 2020 — maior queda desde
que foi iniciada a série histérica do IBGE em 1996 — e a industria tenha recuado
3,5%, as vendas de produtos de Higiene Pessoal, Perfumaria e Cosméticos
(HPPC), mesmo sob os impactos da pandemia do coronavirus (COVID-19),
mantiveram a tendéncia de alta registrada em 2019 (3,9%) e fecharam 2020
com crescimento de 4,7%, atingindo cerca de 122 bilhdes de reais, de acordo
com a Euromonitor International (MENDONCA, 2021).

A Associacao Brasileira da Industria de Higiene Pessoal, Perfumaria e
Cosmeéticos (ABIHPEC), divulgou, recentemente, os dados do mercado de
HPPC referentes a 2020, nos quais o Brasil manteve a quarta posicdo no
ranking mundial e, juntamente com a China, que aparece na segunda posicao,
foram os Unicos paises que tiveram resultado positivo, nas vendas em 2020,
entre 0os cinco maiores mercados globais (1° Estados Unidos, 3° Japao e 5°
Alemanha). As categorias de produtos, que apresentaram maior alta nas
vendas, foram os produtos para banho (+18,5%), skin care (13,6%) e
fragrancias (+6,1%). Ja em maquiagem, o Brasil acompanhou o movimento
global e registrou queda de 6% nas vendas, passando de 10 bilhées para cerca
de 9 bilhdes de reais (ABIHPEC, 2021; MENDONCA, 2021).

O mercado global de conservantes cosméticos ultrapassou US$ 930
milndes de dolares em 2020 e estima-se uma taxa de crescimento anual
composta (CAGR) de 7,85% entre 2021 e 2027. O aumento no consumo de
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cosmeéticos, incluindo cremes faciais e produtos hair care, devem impulsionar o
crescimento do mercado. Conservantes naturais e organicos estdo ganhando
forca e estima-se uma CAGR (2020-26) em torno de 7% e, para 0s

conservantes sintéticos, o aumento esperado é de 6% (AHUJA; SINGH, 2020).

1.1.2. Definicdo e classificacdo de produtos cosmeéticos

As palavras gregas Kosmos e Kosmein deram origem a palavra
cosmeético, cujo significado esta relacionado com organizar, arrumar, enfeitar e
adornar. As preparacfes cosmeéticas sdo enquadradas em quatro categorias de
produtos: preparacdes para higiene, perfumes, cosméticos e preparacdes para
uso infantil (CORREA, 2012).

Segundo a RDC 211 de 14 de julho de 2005, os produtos de higiene
pessoal, cosméticos e perfume sdo classificados como preparacdes
constituidas por substancias naturais ou sintéticas, de uso externo, nas
diversas partes do corpo humano, pele, sistema capilar, unhas, labios, érgaos
genitais externos, dentes e membranas mucosas da cavidade oral, com o
objetivo exclusivo ou principal de limpa-los, perfuma-los, alterar sua aparéncia
e ou corrigir odores corporais e ou protegé-los ou manté-los em bom estado
(ANVISA, 2015a).

Os produtos de higiene pessoal, cosméticos e perfumes sédo
classificados em duas categorias, graus 1 e 2, em funcdo da probabilidade de
ocorréncia de efeitos ndo desejados, devido ao uso inadequado do produto,
sua formulacdo, finalidade de uso, areas do corpo a que se destinam e
cuidados a serem observados, quando de sua utilizacéo:

e Grau 1: caracterizam-se por possuir propriedades basicas ou

elementares, cuja comprovacdo nao seja inicialmente necessaria e
nao requerem informagdes detalhadas quanto ao seu modo de usar e
suas restricbes de uso, devido as caracteristicas intrinsecas do
produto (ANVISA, 2015a);

e Grau 2: possuem indicacBes especificas, cujas caracteristicas

exigem comprovacdo de seguranca e/ou eficdcia, bem como

informacdes e cuidados, modo e restricdes de uso (ANVISA, 2015a).
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1.1.3. Seguranca microbiologica de produtos cosméticos

Em geral, as alteragdes nas formulacdes de cosméticos sdo devido ao
aumento da presenca de microrganismos ou podem ser resultantes da
exposicdo ao oxigénio atmosférico. Para evitar esses efeitos, dois grupos
distintos de substancias podem ser utilizadas, sendo elas 0s conservantes
antimicrobianos, que atuam nos microrganismos e 0s antioxidantes, capazes
de suprimir os fendbmenos de oxidacao e a formacédo de radicais livres (HALLA
et al., 2018). Existem, ainda, os ingredientes sequestrantes, matérias primas
que apresentam a capacidade de complexar ions metalicos e alcalinos
terrosos, os quais causam danos as formulagdes cosmeéticas, pois podem
precipitar tensoativos e promover a oxidacdo de componentes graxos
insaturados (PINTO; KANEKO; PINTO, 2015).

De acordo com a Resolucdo da Diretoria Colegiada, RDC 528/2021, os
conservantes antimicrobianos sdo substancias adicionadas como ingredientes
aos produtos de higiene pessoal, cosméticos e perfumes com a finalidade de
inibir o crescimento de microrganismos durante sua fabricacdo e estocagem,
ou para proteger os produtos da contaminacdo inadvertida, durante o uso
(ANVISA, 2021).

O uso inadequado de conservantes, em uma concentracdo menor do
gue a adequada, pode levar a deterioracdo do produto; por outro lado, 0 uso
excessivo pode aumentar o risco de reagfes adversas. A exposi¢do cutanea a
substancias quimicas pode levar a uma ampla variedade de reacdes, como
dermatite de contato irritante, sensibilizacdo, alteracbes na pigmentacdo da
pele e acne. Aproximadamente 6% da populacdo é sensibilizada pelos
ingredientes dos cosméticos, especialmente conservantes e composi¢cdes
aromaticas, e a principal causa de inflamacdo n&o imunoldgica da pele € a
exposicdo a substancias irritantes (HALLA et al., 2018; HERMAN, 2019;
PASTOR-NIETO et al., 2017; VAN DE SANDT et al., 1999).

A contaminacdo dos produtos cosméticos pode acontecer de duas
maneiras diferentes: durante o processo de fabricacdo do produto

(contaminacdo primaria) e/ou durante o uso pelo consumidor (contaminacéo
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secundaria). E necessario que todas as fontes potenciais de contaminacg&o
sejam identificadas e monitoradas. Para isso, quatro etapas devem ser
consideradas: i. inspecdo e controle de matérias-primas; ii. processo de
fabricacéo; iii. entrega do produto e iv. uso do produto pelo consumidor (HALLA
et al., 2018).

Considerando a concentragdo de agente antimicrobiano a ser utilizado
em um cosmético, a depender da acdo pretendida, preconizam-se altas
concentracfes para substancias ativas em produtos com acdo antimicrobiana
(ex. sabonete antisséptico), e baixas concentracdes para acdo conservante.
Além dos agentes antimicrobianos para efeitos de preservagcdo do produto, a
indUstria cosmética aplica outras estratégias, que incluem o controle da
atividade de agua e do pH e, ainda, o uso de ingredientes multifuncionais
(HALLA et al., 2018).

Os microrganismos que mais, frequentemente, contaminam produtos
cosméticos sdo Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella oxytoca, Burkholderia
cepacia, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida albicans,
Enterobacter gergoviae e Serratia marcescens, entre outras bactérias, fungos e
leveduras. A pele e as mucosas sdo protegidos contra microrganismos; no
entanto, sua presenca nesses produtos pode aumentar o risco de infeccdo
microbiana (SCCS, 2016b).

A seguranca de produtos cosméticos é, geralmente, determinada a partir
do conhecimento da toxicidade dos ingredientes que compdem a formulagéo
(SCCS, 2018; VAN DE SANDT et al., 1999). E necessaria a realizacdo de uma
bateria de testes, que sejam complementares, de maneira que o conjunto final
ofereca um resultado com os mesmos niveis cientificos e de informacéo, em
relacdo aos obtidos com os modelos in vivo. Os métodos alternativos devem
ser validados, de acordo com o0s procedimentos internacionais na area de
aplicagéo, para que sejam reconhecidos pelo meio cientifico e pelos orgéos
regulatorios (ANVISA, 2012).

Apesar de os conservantes antimicrobianos serem geralmente utilizados
em pequenas concentracdes, eles sdo considerados um dos principais

ingredientes cosméticos que causam alergia aos usuarios, podendo
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desencadear dermatite de contato alérgica (DCA) e irritativa (DCI). Foi
demonstrado, ainda, que alguns conservantes sdo suspeitos de serem
disruptores enddécrinos. Estudos evidenciaram que algumas cepas bacterianas
resistentes a conservantes, isoladas de produtos cosmeéticos, demostraram um
grau de resisténcia cruzada com antibioticos (HERMAN, 2019; VARVARESOU
et al., 2009). Os consumidores chegam a utilizar em torno de dez produtos por
dia e, muitas vezes, mais do que isso, sejam eles cosméticos ou produtos para
higiene pessoal. Parece que, praticamente, todos 0s conservantes usados em
formulacdes cosméticas sdo considerados “ruins” de algum modo. As vezes, é,
até dificil separar o que é verdade e o que é apelo de marketing (DEPA, 2015;
STEINBERG, 2016).

Uma abordagem para minimizar os efeitos indesejados, causados pelos
conservantes e, utilizada atualmente pela indUstria cosmética, € o uso de
boosters, um tipo de reforco para o sistema conservante ou criar formulacdes
cosméticas autopreservaveis; ou seja, sem conservantes. Os boosters de
conservantes sao definidos como ingredientes cosméticos com propriedades
antimicrobianas, que podem reduzir, significativamente, a concentracdo de
conservantes sintéticos usados em produtos cosméticos. Além disso, 0s
boosters apresentam ndo apenas atividade antimicrobiana, mas, também,
muitos deles possuem outras propriedades desejaveis e Uteis em produtos
cosmeéticos como, por exemplo, hidratante, antioxidante, entre outras. Dentre
as matérias primas utilizadas com esse apelo tem-se o caprilil glicol e a
etilhexilglicerina, entre outros (HERMAN, 2019).

Ataques continuos contra a maioria dos conservantes mantiveram o0s
formuladores lutando para encontrar algo que n&o produzisse a temida
alegacao de rétulo “free-of” ou “free-from” conforme exigido pelo marketing
(STEINBERG, 2016). E, ainda, havera, nos proximos anos, o impacto da
pandemia da COVID-19 no mercado de conservantes, com mais preocupacéo
envolvendo a contaminacdo microbiolégica os consumidores estardo mais
dispostos a aceitar esses ingredientes, desde que as marcas fornecam
evidéncias de eficacia e seguranca, tanto de uma perspectiva de saude, quanto
ambiental (HENNIGAN, 2020).
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O surgimento de novos patdégenos, virais ou bacterianos, sempre
representou sérios desafios a saude publica, em todo o mundo. Atualmente,
com o aumento dos habitos de higiene, a escolha dos conservantes também
pode ser impactada pelos consumidores optando por produtos seguros

(CANAVEZ et al., 2021).

1.1.4. Legislagdes vigentes para conservantes

No Brasil, os conservantes permitidos para uso em cosmeéticos e suas
respectivas concentracbes sdo regulamentados pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e estédo dispostos na RDC 528 de 4 de agosto de
2021, publicada e atualizada de acordo com o Regulamento da Comissao
Europeia (CE) N° 1223/2009, que foi atualizado em 2020 (ANVISA, 2021,
EUROPEAN UNION, 2009).

O Regulamento da Comissao Europeia (CE) 1223/2009, substituiu a
Diretiva 76/768/CEE anterior e harmonizou, de forma exaustiva, as normas
aplicaveis aos produtos cosméticos, assegurando um elevado nivel de
protecdo a saude humana. A conformidade com a regulamentacdo dos
cosmeéticos € obrigatoria para produtos comercializados na Unido Europeia. As
substancias proibidas estdo enumeradas no seu anexo |l e as substancia
sujeitas a restrices no anexo lll. Além disso, as substancias que se destinam a
ser usadas como corantes, conservantes e filtros para radiacfes ultravioletas
estdo enumeradas nos anexos IV, V e VI, respectivamente (EUROPEAN
UNION, 2009).

No Quadro 1, estdo descritos os conservantes utilizados neste trabalho,
seu respectivo numero CAS (Chemical abstracts service) e as concentraces
méaximas permitidas de acordo a legislagdo brasileira (RDC 528/2021) e a
europeia (CE 1223/2009).
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Quadro 1. Lista de conservantes antimicrobianos utilizados

Conservante INCI Name Numero CAS Concentracao (%) Concentracao (%)
maxima permitida maxima permitida
(RDC 528/2021) (CE) N. 1223/2009

Propilparabeno Propylparaben 94-13-3 0,14-0,80* 0,14-0,80*%

Metilparabeno Methylparaben 99-76-3 0,40-0,802 0,40-0,802

Fenoxietanol Phenoxyethanol 122-99-6 1,00 1,00

Metilcloroisotiazolinona e Methylchloroisothiazolinone  26172-55- 0,0015°3 0,00153

metilisotiazolinona (and) Methylisothiazolinone 4/2682-20-4

DMDM hidantoina DMDM Hydantoin 6440-58-0 0,60 0,60

Imidazolidinil ureia Imidazolidinyl Urea 39236-46-9 0,60 0,60

Dehidroacetato de s6dio  Sodium dehydroacetate 4418-26-2 0,60 0,60

Alcool benzilico Benzyl Alcohol 100-51-6 1,00 1,00

Cloreto de benzalcénio Benzalkonium Chloride 8001-54-5 0,10% 0,10%

Caprilil glicol Caprylyl Glycol 1117-86-8 1,00° 1,00°

Benzoato de sédio Sodium Benzoate 532-32-1 0,50-2,508 0,50-2,508

Etilhexilglicerina Ethylhexylglycerin 70445-33-9 1,00° 1,00°

Fonte: (ANVISA, 2021; EUROPEAN UNION, 2009)

1a) 0,14% (expresso como acido) para a soma das concentracdes individuais; b) 0,8% (expresso como acido) para a soma das concentrag8es individuais das
substancias mencionadas na RDC 582/2021 nos itens 11 e 11-A (acido 4-hidroxibenzdico, seus ésteres de metil, etilo, butilo e propilo, e seus sais) contidos
no produto; neste caso a soma das concentracdes individuais de butil e propilparabeno e seus sais ndo devem superar 0,14% (expresso como acido).a)
0,4% (expresso como &cido) individual, b) 0,8% (expresso como acido) para misturas de sais ou ésteres. 3Proibido em produtos sem enxague. “Evitar contato
com os olhos. 3Concentracdo usual para ndo regulados. 52,5% (expresso como acido) para produtos que se enxaguem, exceto os produtos para higiene
bucal, 1,7% (expresso como acido) para produtos de higiene bucal, 0,5% (expresso como acido) para produtos que ndo se enxaguem.

31
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1.1.5. Propilparabeno e Metilparabeno

Os parabenos sdo ésteres do &cido p-hidroxibenzéico, que exibem
atividade efetiva contra bactérias, leveduras e fungos e possuem toxicidade
relativamente baixa, em humanos. Séo utilizados em quase todos os tipos de
cosmeéticos e sua popularidade se deve a inimeras propriedades benéficas
adicionais, como: baixa frequéncia de sensibilizacdo ou irritacdo, alta
estabilidade quimica em uma ampla faixa de pH e temperatura, resisténcia a
hidrolise, ndo causam alteracfes na consisténcia ou coloracdo dos produtos,
biodegradabilidade, aceitacéo regulatéria mundial e baixo custo. Também sé&o
utilizados em alimentos e produtos farmacéuticos (DARBRE; HARVEY, 2014;
MAJEWSKA et al., 2017).

O propilparabeno (PP) e o metilparabeno (MP) (Quadro 2) sdo os
parabenos mais utilizados em alimentos e cosméticos, por causa de sua
atividade antimicrobiana de amplo espectro, baixa volatilidade e eficacia em
uma ampla gama de pH (TAHAN et al., 2016).

Estudos demonstraram que o0s parabenos possuem fraca atividade
estrogénica. A afinidade de ligacdo relativa dos parabenos aos receptores
intracelulares de estrogénio humano € 10.000 - 1.000.000 de vezes inferior a
do 17B-estradiol, variando de acordo com o comprimento linear da cadeia alquil
(benzilparabeno > butilparabeno > propilparabeno = etilparabeno >
metilparabeno) (DARBRE; HARVEY, 2008, 2014).
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Quadro 2. Informagdes quimicas do propilparabeno e metilparabeno

Propilparabeno

Estrutura quimica

Foérmula molecular

C10H1203

Peso molecular

180,2 g/mol

Metilparabeno

Estrutura quimica

0
H-
Formula molecular CgHgO3
Peso molecular 152,15 g/mol

Fonte: Pubchem.
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1.1.6. Fenoxietanol

O fenoxietanol (FE) (Quadro 3) € um conservante de amplo espectro que
possui excelente atividade contra uma ampla variedade de bactérias gram-
negativas e gram-positivas, leveduras e fungos. Atua como agente bactericida,
aumentando a permeabilidade da membrana celular aos ions potassio e exerce
um efeito inibitério direto na sintese microbiana de DNA e RNA. E utilizado em
muitas misturas (blends) com outros conservantes (DRENO et al., 2019a;
SHABIR et al., 2010).

Com o decréscimo no uso dos parabenos, FE tem sido o conservante
mais utilizado, sozinho ou em combinacdo com outros conservantes. O Comité
Cientifico de Seguranca do Consumidor (Scientific Committee on Consumer
Safety - SCCS) considerou a concentragdo maxima de 1% como segura para
uso em produtos cosmeéticos, inclusive para criancas de todas as idades
(DEPA, 2015; LILIENBLUM, 2016).

Recentemente, uma revisdo de seguranca afirmou que o FE é seguro na
concentracdo maxima permitida, um raro agente sensibilizante, sendo
considerado como um dos conservantes mais bem tolerados usados em
produtos cosméticos, embora alguns estudos realizados em coelhos e roedores
tenham demostrado um potencial de causar irritacdo leve a moderada;
contudo, o fenoxietanol é considerado irritante ocular, devendo ser utilizado
com cautela em produtos que possam ter contato com os olhos (DRENO et al.,
2019a; LILIENBLUM, 2016).

O mercado cosmético europeu vem utilizando, cada vez menos, esse
conservante em seus produtos; inclusive, existe uma discordancia entre a
Agéncia Nacional Francesa para a Seguranca de Medicamentos e Produtos de
Saude (ANSM) e as autoridades europeias sobre o uso seguro de FE, em
produtos para bebés. O relatério da ANSM concluiu que a concentracdo
maxima autorizada (atualmente de 1%, de acordo com o regulamento europeu
e a ANVISA) de FE, para uso como conservante, deve ser reduzida para 0,4%,
em produtos cosméticos para criangas menores de trés anos. Além disso, o FE

nao deve ser usado em produtos cosméticos destinados a area das fraldas. Em
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marco de 2019, por despacho da Policia Sanitaria, a ANSM exigiu que 0s
fabricantes de cosméticos sem enxadgue contendo o conservante FE
indicassem no rétulo que esses produtos ndo fossem utilizados nas nadegas
de criancas menores de 3 anos; entretanto, as autoridades europeias seguem
com a concentracdo maxima permitida de 1%, sendo que uma batalha legal
parece inevitavel (ANSM, 2012, 2019).
Em uma avaliacdo de seguranca, o fenoxietanol e a mistura de
fenoxietanol com metilisotiazolinona foram considerados os conservantes mais
citotoxicos e com maior potencial de irritacdo ocular dentre as substancias

avaliadas (CORREA et al., no prelo).

Quadro 3. Informagdes quimicas do fenoxietanol

Estrutura quimica
i
.0
Jz"
O ..-"J
r,«“
%f__.,-
Férmula molecular C8H1002
Peso molecular 138.16 g/mol

Fonte: Pubchem.
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1.1.7. Metilcloroisotiazolinona e metilisotiazolinona

Metilcloroisotiazolinona (CMI) e metilisotiazolinona (MI) (Quadro 4) séao
utilizadas em uma mistura com proporc¢éo 3:1 (CMI/MI) ou Ml como substancia
tnica. O mecanismo de acdo das isotiazolinonas esta relacionado com o0s
grupos tiol e amina de suas estruturas quimicas. Elas séo classificadas como
sensibilizadoras da pele, de acordo com o Regulamento (CE) N. 1272/2008 e
séo conhecidas por causar dermatite de contato alérgica (DCA) (EUROPEAN
UNION, 2008; GARCIA-HIDALGO et al., 2018; HALLA et al., 2018; TOWLE et
al., 2018).

A UE proibiu, a partir da 16 de abril de 2016, a utilizagdo da mistura
CMI/MI em produtos sem enxague, enquanto equivalente proibicao foi aplicada
a Ml, a partir de 12 de fevereiro de 2017. Para produtos com enxague, a
concentracdo maxima permitida, de acordo com Anexo V da Diretiva
Cosmeética Europeia (N. 1223/2009), atualizada em 23 de janeiro de 2020, € de
0,0015% para a mistura CMI/MI e MI. Isso foi aplicado para o Brasil, na recente
atualizacdo da lista de substancias de acdo conservante, disposto na RDC
528/2021 (ANVISA, 2021; EUROPEAN UNION, 2009, 2014, 2016).

O emprego desses conservantes vem diminuindo, nos ultimos anos,
devido ao grande numero de artigos publicados correlacionando seu uso com a
dermatite de contato alérgica (BERTHET et al., 2017; GARCIA-HIDALGO et al.,
2018; GONZALEZ-MUNOZ; CONDE-SALAZAR; VANO-GALVAN, 2014;
GROOT et al., 1988; LUNDOV; ZACHARIAE; JOHANSEN, 2011; YU; SOOD;
TAYLOR, 2016).
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Quadro 4. Informagbes quimicas de metilcloroisotiazolinona e metilisotiazolinona

Metilcloroisotiazolinona

Estrutura quimica

0= \T P
Férmula molecular CsH4CINOS
Peso molecular 149,6 g/mol
Metilisotiazolinona
Estrutura quimica
[ —
[
.
0= ™.~

Férmula molecular C4sHsNOS

Peso molecular 115,16 g/mol

Fonte: Pubchem.

1.1.8. DMDM hidantoina e imidazolidinil ureia

Os conservantes DMDM hidantoina (DMDMH) e imidazolidinil ureia
(IMU) (Quadro 5) sdo conhecidos como conservantes liberadores/doadores de
formaldeido. Liberam, lentamente, o formaldeido, por degradacdo ou por
decomposicdo na formulacdo. O efeito biocida € devido a reticulacdo de
proteinas, bem como do RNA e DNA (HALLA et al., 2018; LV et al., 2015).
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Quadro 5. Informagbes quimicas de DMDM hidantoina e imidazolidinil ureia

DMDM hidantoina
Estrutura quimica
0 %
N S°
N
!
— [/ O\
. )
s TS0
/ \.[
0
H
Formula molecular C7H12N204
Peso molecular 188,18 g/mol
Imidazolidinil ureia
Estrutura quimica
% H
A N
i — k
i C °
" {
] - ~o
H N— T
|
H
N
|l|‘ o
H T,
0 N S
Y
N
o H
Férmula molecular C11H16NsOs
Peso molecular 388,29 g/mol

Fonte: Pubchem.

A exposicdo aguda ao formaldeido, pode levar a irritagdo ou a dermatite

de contato alérgica, em varias partes do corpo; além disso, certos tipos de

cancer, asma e toxicidade reprodutiva e de desenvolvimento, podem resultar

da exposicdo a esta substéncia. Estima-se que 40 — 60% das reacgles

adversas a estes conservantes foram causadas por uma reacéo ao formaldeido

(LV et al., 2015). Os liberadores de formaldeido séo regulamentados com base

em seu conteudo de liberagdo de formaldeido. A concentragdo maxima de uso
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estabelecida para a DMDMH e IMU é de 0,6% de acordo com a RDC 528/2021
e 0 Anexo V da Diretiva Cosmética Europeia (ANVISA, 2021; EUROPEAN
UNION, 2009).

1.1.9. Dehidroacetato de sodio

O dehidroacetato de sédio (SD) (Quadro 6) é o sal de sédio do acido
dehidroacético (DHA). E um conservante utilizado em alimentos e cosméticos
para inibir o crescimento de bactérias, fungos e leveduras. A literatura sobre a
toxicidade do SD associa seu uso com a dermatite de contato alérgica e danos
celulares (CHEN et al., 2018; FOTI et al., 2012, 2016; MILPIED et al., 2011).

Os produtos cosméticos que contém SD e DHA podem entrar em
contato com as areas da pele, cabelos, mucosa ocular e unhas, com possivel
exposicao acidental a mucosa vaginal durante o uso de produtos para banho.
Esses produtos podem ser usados, diariamente ou ocasionalmente, por um
periodo de varios anos. A frequéncia e duracdo da aplicacdo podem resultar
em exposicao continua (CIR, 1985).

Quadro 6. Informacgbes quimicas do dehidroacetato de sédio

Estrutura quimica

Férmula molecular CsgH-NaOg4

Peso molecular 190,13 g/mol

Fonte: Pubchem.

De acordo com um estudo realizado em 2014, sobre a frequéncia do uso
de conservantes nos Estados Unidos e Canada, o SD esta entre os 20
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conservantes mais utilizados, e seu uso em formulagcbes cosméticas vem
aumento nos ultimos anos. Em 2007, o SD estava presente em 866
formulagbes; em 2010, em 948 e, em 2014, em 2.457 nos Estados Unidos. No
Canada, o SD esteve presente em 6.013 formulacdes, em 2014 (STEINBERG,

2016).

1.1.10. Alcool benzilico

O alcool benzilico (BA) (Quadro 7) € um alcool aroméatico usado em uma
ampla variedade de formulacbes cosméticas, como componente de fragrancia,
conservante, solvente e agente redutor de viscosidade. Em 2013, foi incluido
no Anexo V da Diretiva Cosmética Europeia (N. 1223/2009), com a
concentracdo maxima permitida de 1%. Mesmo em baixas concentragées,
pode induzir a lise da membrana de microrganismos e, assim, desnaturar a
estrutura das proteinas pela ligacdo a residuos de aminoacidos (BINDU, 2001;
EUROPEAN UNION, 2009; HALLA et al., 2018).

BA é classificado como alérgeno e estima-se que seja responsavel por
causar de 1,2 a 15% das reacbes alérgicas em usuarios de produtos
cosmeéticos (SCCS, 2011).

Quadro 7. Informagbes quimicas do &lcool benzilico

Estrutura quimica

Férmula molecular C7H80O

Peso molecular 108,14 g/mol

Fonte: Pubchem.
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1.1.11. Cloreto de benzalconio

O cloreto de benzalcénio (BAC) (Quadro 8) é um surfactante catidnico,
bactericida, usado como conservante desde 1935, em varias preparacdes
farmacéuticas e cosméticas, em concentracdes na faixa de 0,01 a 0,05%. Foi
relatado que o BAC produz uma variedade de efeitos adversos em humanos,
como dermatite e irritacdo da pele (CHOI et al., 2018). Em resposta a COVID-
19, o aumento expressivo na producdo de antissépticos a base de alcool etilico
deixou este insumo em falta, no mercado. Deste modo, o BAC comecou a ser
utilizado no desenvolvimento de antisséptico para as maos como um substituto
do alcool etilico, devido a sua disponibilidade no mercado, apelo de marketing
para formulagéo livre de élcool e eficacia contra virus envelopados (JING et al.,
2020).

O painel da Cosmetic Ingredient Review (CIR) concluiu que este
conservante pode ser utilizado, com seguranga, como agente antimicrobiano
em concentracfes de até 0,1%, mesmo valor estabelecido, até hoje, no anexo
V da Diretiva Cosmética Europeia (CIR, 1989; EUROPEAN UNION, 2009),
embora o0 uso do conservante tenha sido associado a reacdes toxicas no nariz,
olhos, ouvidos e pulmdes e poder exacerbar os sintomas da rinite alérgica
(GRAF, 1999).

Quadro 8. Informagbes quimicas do cloreto de benzalconio

Estrutura quimica

Formula molecular Ci19H34CIN

Peso molecular 311.9 g/mol
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Fonte: Pubchem.
1.1.12. Caprilil glicol

O caprilil glicol (CG) (Quadro 9) é um diol linear (C8), e devido ao
comprimento da sua cadeia, ele instabiliza e rompe a membrana microbiana. E
uma matéria prima multifuncional, com propriedades hidratantes e umectantes.
Como umectante, pode influenciar na atividade da agua e, consequentemente,
na preservacao de formulacbes cosméticas. Devido ao seu carater anfifilico e
tamanho médio, exibe propriedades moduladoras da viscosidade muito
interessantes, especialmente em emulsdes O/A. Essas funcbes primarias sédo
complementadas por suas propriedades antimicrobianas podendo, ainda, ser
utilizado em sinergia com outros conservantes. A uma concentracao de 0,5 -
1,0%, é suficiente para conservar, sozinho, uma variedade de formulaces
aguosas, sendo utilizado para substituir conservantes mais tradicionais como
parabenos, fenoxietanol e isotiazolinonas; contudo, pode causar irritacéo
qguando usado em formulacBes cosméticas em concentracdo superior a 0,5%
(FANG et al., 2016; HERMAN, 2019; VARVARESOU et al., 2009).

Quadro 9. Informagbes quimicas do caprilil glicol

Estrutura quimica
H o Py T P
0 o e S s
0
H-
F6érmula molecular CgH150,
Peso molecular 146,23 g/mol

Fonte: Pubchem.
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1.1.13. Benzoato de sodio

O benzoato de sddio (SB) (Quadro 10) € o sal sédico do acido benzoico.
Além do uso como conservante antimicrobiano, também é utlizado como
ingrediente de fragrancias, corretores de pH e/ou solvente, em uma ampla
gama de produtos cosmeéticos com e sem enxague, além de produtos de
higiene bucal. A concentracdo maxima permitida depende do tipo de produto:
1. Produtos enxaguaveis: 2,5% (expresso como &cido); 2. Produtos para uso
bucal: 1,7% (expresso como acido); 3. Produtos sem enxague: 0,5% (expresso
como acido). De acordo com a RDC 29/2012, seu uso fica proibido em
sistemas pulverizaveis (como aerossois e sprays) quando a concentracao for
maior que 0,5% (ANVISA, 2021; BINDU, 2001; EUROPEAN UNION, 2009;
JOHNSON et al., 2017).

Quadro 10. Informagfes quimicas do benzoato de sédio

Estrutura quimica

Férmula molecular C-HsO2Na

Peso molecular 144.1 g/mol

Fonte: Pubchem.

1.1.14. Etilhexilglicerina

A etilhexilglicerina (EEG) (Quadro 11) é uma matéria prima
multifuncional, utilizada em produtos cosméticos devido as suas propriedades
surfactantes, emolientes, umectantes, solubilizante de perfumes e atividade
antimicrobiana. Geralmente, € utilizada na concentragdo de 1%, junto com

outros conservantes sintéticos pois, sozinha, pode ndo ser capaz de conservar
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o produto de maneira eficaz. Nado possui classificacdo de conservante e seu
uso ndo estd regulamentado no Anexo V da Diretiva Cosmética Europeia,
tampouco na RDC 29/2012 (HERMAN, 2019; LANGSRUD et al., 2016).

O mecanismo de acdo antimicrobiano da EEG é baseado em sua
estrutura semelhante a um surfactante, afetando a tensdo interfacial na
membrana celular dos microrganismos, permitindo que o conservante penetre
de maneira mais eficaz. Apesar de suas caracteristicas bastante interessantes
para uso em cosméticos, diversos artigos publicados estdo correlacionando
seu uso com a dermatite de contato alérgica (AERTS; VERHULST;
GOOSSENS, 2016; HAGEN; WARSHAW, 2017; HERMAN, 2019; LANGSRUD
et al.,, 2016; MORTZ; OTKJAER; ANDERSEN, 2009; STAUSBYJL-GRO@N;
ANDERSEN, 2007).

Quadro 11. Informagdes quimicas da etilhexilglicerina

Estrutura quimica

Férmula molecular C11H2403

Peso molecular 204,31 g/mol

Fonte: Pubchem.

1.1.15. Avaliacdo de seguranca de matérias primas cosmeéticas

Os testes em animais para ingredientes de uso em produtos cosmeéticos
foram proibidos na Unido Europeia (UE) em 2009, de acordo com o
Regulamento da Comisséo Europeia (CE) N. 1223. Dada a indisponibilidade de
metodologias alternativas para trés desfechos (toxicidade de dose repetida,
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toxicidade reprodutiva e toxicocinética), eles foram excluidos da proibicdo, até
2013; entretanto, em marco de 2013, a proibicdo dos testes e a
comercializagdo de produtos testados em animais, na EU, cobriu todos os
desfechos toxicologicos, 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 (EUROPEAN UNION, 2009). As principais metodologias alternativas
que nado utilizam animais e que sejam relevantes para a avaliacdo de
seguranca de cosméticos incluem in vitro, in chemico e in silico, além do uso de
combinacgdes entre estas ferramentas (SCCS, 2018).

O raciocinio, por tras da seguranca dos produtos cosméticos, é baseado
em seus ingredientes, devido ao fato de que muitos produtos diferentes séo
derivados dos mesmos ingredientes; portanto, os testes de toxicidade tém se
concentrado nos ingredientes e, particularmente, naqueles que podem reagir
com alvos biolégicos e, portanto, oferecem um risco potencial para a saude
humana. Esta, também, é a base para as listas de substancias autorizadas,
proibidas e restritas (SCCS, 2018).

Em uma avaliagdo de seguranca, 0 perigo representa qualquer
substancia natural ou sintética produzida pelo homem, agente quimico, fisico
ou bioldgico, que é capaz de causar um resultado adverso a saude, em certas
circunstancias. Ja o risco, € uma estimativa do efeito de um resultado adverso
a saude, quando exposto a um perigo (IARC, 2019). A avaliacdo de risco € um
processo de varias etapas, que inclui: identificacdo do perigo (uma substancia
pode levar a um resultado adverso a saude em qualquer circunstancia?);
caracterizacdo do perigo (qual é a probabilidade de um resultado adverso a
saude em varios niveis de exposi¢do?); avaliacdo da exposicdo (qual é a
extensdo da exposicdo de uma substancia em uma populacdo?); e, finalmente,
a caracterizacdo do risco (a integracdo da caracterizacdo do perigo e da
avaliacdo da exposigdo, para estimar o nivel de risco de um resultado adverso
a saude, nas populagbes mais sensiveis) (CHARTRES; BERO; NORRIS,
2019).
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O produto cosmético deve ser seguro em condicbes normais ou
razoavelmente previsiveis de uso, o que significa que os ingredientes devem
ser incorporados a formula do produto em um nivel de concentracdo que
possua uma margem de seguranca adequada (> 100). O célculo da margem de
seguranca (MoS; Margin of safety), considera a relacdo entre o nivel (dose)
sem efeitos adversos observaveis (NOAEL; No observed adverse effect level) e
a dose de exposicado sistémica (SED; Systemic exposure dose). O valor da
MoS permite extrapolar dados, a partir de um grupo de animais de teste, para
um ser humano médio e, subsequentemente, de seres humanos médios para
subpopulacdes sensiveis. Geralmente, é aceito um valor padrdo de 100
(10x10), como descrito na Figura 1, representando diferencas inter e intra-
espécies, e uma MoS de, pelo menos, 100, indica, portanto, que um

ingrediente cosmético é considerado seguro para uso (SCCS, 2018).

Figura 1. Representacdo esquematica da extrapolacdo do animal para o homem para
o calculo da margem de seguranga

7 (?" —
SPECIES \ /) HUMAN /"l{{?ﬁ“\i{%@
JES — ¥ 7
(T~ _ . DIFFERENCES [ \ VARIABILITY Sl l ; ﬁﬁ
s A ™~ f / \\ s "L\j‘/ﬁ r':\\ r\i
(s “{Q == > (f { '\"\ rm— [1 N (l £
oot =N J U i
o Al é,‘L.“‘: > 1 0 | 1 0 v \ [ h
~ #*: ‘ P i\ f | } |
B il o s, 2 I /_,_1;\\ ’/..-¥~ 3 IT“[“'ﬂ l i __,!
(kingTICS Y(DYNAMICS ) , r'\Kancs‘)('ommmcs:‘; [\ I H ;QL
N = 2 O 2 | N s " A~ Y \
— — — } L / oo e 3 ey L

Fonte: SCCS, 2018.

A combinacdo de metodologias in vitro e in silico, aléem de aplicavel a
area cosmeética, vem ganhando maior espaco na avaliacdo de parametros
toxicolégicos. Os dados obtidos sdo utilizados para a conclusdo sobre os
perigos dos compostos e a caracterizacdo do risco, incluindo também a
avaliacdo da exposicdo (GELLATLY; SEWELL, 2019). Adicionalmente, os
testes in vitro utilizados na avaliagdo toxicolégica possuem limitacdes para a
predicdo de efeitos relacionados a exposicdo humana aos compostos, pois

esses testes costumam ter, como padrdo ouro (comparativo), 0S ensaios
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realizados em animais, ocasionando uma maior dificuldade na transposicéo

dos resultados obtidos.

Assim, dados isolados ndo configuram uma avaliacdo de seguranca, €
preciso avaliar o cenario como um todo e, com tantos dados disponiveis, a
utiizacdo de ferramentas que auxiliem o avaliador de seguranca, na
interpretacéo e integralizacdo desses dados, sao importantes. As abordagens
integradas para teste e avaliagcao (IATA, Integrated approaches to testing and
assessment) sdo abordagens estruturadas que integram e analisam diferentes
tipos de dados para fins de avaliacdo de perigos e/ou avaliacdo de seguranca
de um produto quimico ou grupo de produtos quimicos. A IATA é considerada
uma abordagem genérica e pode abranger estratégias de teste, tais como
consideracdes de peso de evidéncia (WoE; Weight of evidence), para realizar
uma compilacdo confiavel e relevante de conhecimentos destinados a um
determinado objetivo regulatorio (AGERSTRAND; BERONIUS, 2016;
TOLLEFSEN et al., 2014).

1.1.16. Métodos alternativos ao uso de animais

O principio dos 3Rs, substituicdo, reducdo e refinamento (do inglés,
replacement, reduction and refinement) foi desenvolvido ha mais de 60 anos
como um marco para a pesquisa sendo, gradativamente, incorporado a
legislacdo mundial, que regulamenta o uso de animais em procedimentos
cientificos (RUSSEL; BURCH, 1959).

A proibicéo total do uso de animais para testes de produtos cosméticos,
higiene pessoal e perfumes, em 2013, pela Unido Europeia (Figura 2), foi um
marco muito importante, uma vez que houve uma enorme repercussao pelo
mundo todo, alertando sobre um tema ja discutido h& algum tempo
(EUROPEAN UNION, 2009).

No ambito regulatério, esta a Organizacdo para a Cooperacdo e
Desenvolvimento econémico (OECD, Organisation for Economic Co-operation
and Development), organizacéo intergovernamental que representa mais de 30
paises. Assim como a Comissdo Europeia, a OECD tem, como objetivo,

coordenar e harmonizar politicas, discutir questdes de preocupacdo mutua e
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trabalhar juntos para atender e responder problemas internacionais. A Divisédo
de Meio Ambiente, Saude e Seguranca (EHS, Environment, Health and Safety),
subdivisdo da OECD, é responsavel pela publicacdo de diretrizes para a

realizacdo dos ensaios de seguranca (EBERLIN et al., 2019).

Figura 2. Cronograma de mudancas no Regulamento Europeu referentes aos testes
em animais (Regulamento CE N. 1223/2009)

Proibicdo dos testes em animais

2004 2009 2009 2013

Produtos cosméticos  Ingredientes para  Comercializagdo Testes de toxicidade

acabados cosmeéticos de produtos e  por doses repetidas,
ingredientes toxicidade

reprodutiva e

toxicocinética;
Importacdo e venda
de cosméticos

Fonte: EUROPEAN UNION, 2009.

Nesse contexto, o Brasil assumiu 0 compromisso com a validagdo de
métodos alternativos e estd caminhando em dire¢cdo ao reconhecimento dos
métodos internacionalmente validados, a harmonizacdo e a capacitacdo dos
laboratérios comprometidos com os 3Rs e ao desenvolvimento de um sistema
proprio de validagdo. Esse direcionamento resultou na criagdo, em julho de
2012, da Rede Nacional de Métodos Alternativos (RENAMA), pelo Ministério da
Ciéncia, Tecnologia, Inovacbes e Comunica¢des (MCTIC). Em setembro de
2012, foi criado o Centro Brasileiro de Validacdo de Métodos Alternativos
(BraCVAM), uma parceria entre o Instituto Nacional de Controle de Qualidade
em Saude (INCQS), da Fundagédo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), e a ANVISA, que
representou a primeira parceria estabelecida na América Latina, para validar e
coordenar a substituicdo, a reducédo ou o refinamento do uso de animais em
testes laboratoriais, para avaliacdo da seguranca e eficacia de cosméticos,
medicamentos e outras categorias de produtos, que se aplicam a estes ensaios
(EBERLIN et al., 2019).
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Em 2014, o BraCVAM recomendou o uso de 24 métodos alternativos
validados e publicados pela OECD, que foram reconhecidos pelo Conselho
Nacional de Experimentagdo Animal (CONCEA) e resultaram na publicacao
das resolucdes normativas (RNs) n° 17 (07/07/2014), n° 18 (24/06/2014) e n°
31 (18/08/2016). Em 2019, entraram em vigor 17 métodos comtemplados na
RN n°® 18, para os desfechos de irritagdo e corrosao da pele, irritacédo e
corrosdo ocular, fototoxicidade, permeacdo cutanea, sensibilizagdo cutanea,
toxicidade aguda e genotoxicidade (Quadro 12). Em setembro de 2021, mais 7
meétodos alternativos devem entrar em vigor para os desfechos de irritagdo e
corrosdo ocular, sensibilizagdo cutanea, toxicidade reprodutiva e contaminacao
pirogénica (Quadro 12) (CONCEA, 2014a, 2014b, 2016; PRESGRAVE et al.,
2016). O reconhecimento desses métodos pela ANVISA foi deliberado pela
resolucao da diretoria colegiada (RDC) n° 35 de 10 de agosto de 2015, a qual
dispBe sobre a aceitacdo dos métodos alternativos de experimentacdo animal
reconhecidos no Brasil pelo CONCEA (ANVISA, 2015b).

Quadro 12. Métodos alternativos aceitos pelo CONCEA (RN n° 18 e 31)

Desfecho Método original Métodos alternativos

OECD TG 404 OECD TG 430
OECD TG 431
OECD TG 435

OECD TG 439

Irritac@o e corrosdo da pele

OECD TG 405 OECD TG 437
OECD TG 438
OECD TG 460
OECD TG 491*

OECD TG 492*

Irritac@o e corrosdo ocular

Fototoxicidade

N&o se aplica

OECD TG 432

Permeacdo cutanea

OECD TG 427

OECD TG 428

Sensibiliza¢do cutanea

OECD TG 406

OECD TG 429
OECD TG 442A
OECD TG 442B
OECD TG 442C*
OECD TG 442D*

Toxicidade oral aguda

OECD TG 401

OECD TG 129
OECD TG 420
OECD TG 423
OECD TG 425

Genotoxicidade

OECD TG 474

OECD TG 487

Toxicidade reprodutiva

N&o se aplica

OECD TG 421*
OECD TG 422*
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| Contaminacéo pirogénica | N&o se aplica | Teste de endotoxina bacteriana* |
*Entrardo em vigor em setembro de 2021. Fonte: EBERLIN et al., 2019.

Em consonancia com o advento dos métodos alternativos no Brasil, em
marco de 2019, a Academia de Ciéncias Farmacéuticas do Brasil (ACFB) e a
Academia Nacional de Farmacia (ANF), juntamente com a Agéncia Brasileira
de Desenvolvimento Industrial (ABDI), desenvolveram o compéndio “Métodos
alternativos ao uso de animais em pesquisa reconhecidos no Brasil’, um guia
em lingua portuguesa, com o objetivo de disseminar os métodos alternativos
incorporados pelo pais (MORETTO; STEPHANO, 2019).

No Brasil, o projeto de lei da Camara (PLC) 70/2014, que proibe testes
em animais, de matérias primas e produtos cosméticos; que veda o comeércio
de produtos que tenham sido testados em animais e que incentiva técnicas
alternativas para avaliar a seguranca das formulagcbes, encontra-se em
tramitacdo no Plenario do Senado Federal (IZAR, 2020).

O estado de Sao Paulo, mais adiantado, proibiu 0 uso de animais para
testes em cosméticos. O entdo governador do Estado, Geraldo Alckmin,
sancionou, no dia 23 de janeiro de 2014, o projeto de lei (PL) 777/2013, que
proibe o uso de animais no desenvolvimento de cosméticos, perfumes e
produtos de higiene pessoal. Com a sanc¢do, 0 projeto passou a ser a Lei
Estadual 15.316/2014. Outros estados, como Parana, Rio de Janeiro, Mato
Grosso do Sul, Para, Amazonas e Minas Gerais, também proibiram o0s testes
em animais (ALMG, 2018; CONSTANTINO, 2017).

1.1.17. Metodologias in vitro

Devido a evolugédo técnico-cientifica, na década de 80 foi iniciado o
desenvolvimento de modelos experimentais alternativos para a area cosmética,
em substituicdo ao uso de animais de laboratorio (EBERLIN et al., 2019).
Muitos dos meétodos desenvolvidos ja foram validados e outros estdo em
processo de validacdo. Ainda, existe a dificuldade da avaliacdo da reatividade
de sistemas mais complexos, demonstrando a importancia desse campo,

atualmente.
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e Avaliacdo do potencial de corroséo, irritagdo e sensibilizagdo da
pele

A corrosao cutanea refere-se a producao de danos irreversiveis na pele
gue se manifestam como necrose visivel através da epiderme e na derme,
apos a aplicacdo de uma substancia quimica de teste, como definido pelo
Sistema Global de Harmonizagéo de Classificacdo e Rotulagem de substancias
quimicas (GHS; Globally Harmonised System of Classification, Labelling and
Packaging of Chemicals) das Nac¢des Unidas (ONU) (MORETTO; STEPHANO,
2019; USEPA, 2014).

Dentre as metodologias disponiveis para a avaliacdo da corrosao
cutanea existem trés validadas, que permitem a identificacdo de substancias e
misturas ndo-corrosivas e corrosivas de acordo com o GHS da ONU:

» OECD TG 430: baseia-se no teste de resisténcia elétrica
transcutanea de pele de rato (TER), que utiliza discos de pele para
identificar ingredientes corrosivos por sua capacidade de produzir
uma perda de integridade do estrato corneo normal e funcdo de
barreira (OECD, 2015a).

» OECD TG 431: faz uso da epiderme humana reconstruida (RhE;
Reconstructed human epidermis), obtida a partir de queratinécitos
epidérmicos nao transformados derivados de humanos, que imita de
perto as propriedades histolégicas, morfolégicas, bioquimicas e
fisiologicas da epiderme humana a epiderme (OECD, 2019a).

» OECD TG 435: essa metodologia de teste utiliza uma membrana
artificial projetada para responder a produtos quimicos corrosivos de
maneira semelhante a pele de animal in situ (OECD, 2015a).

A irritacdo cutanea refere-se a producdo de danos reversiveis na pele,
apos a aplicacdo de uma substancia quimica em teste, durante até 4 horas,
como definido pelo GHS da ONU. Este desfecho é avaliado por meio da OECD
TG 439, um procedimento in vitro que pode ser usado para a identificacdo de
perigo de produtos quimicos irritantes (substancias e misturas), de acordo com
a categoria 2 do GHS. Nos paises membros ou regiées que ndo adotarem a

categoria 3 opcional do GHS (irritantes suaves), esta diretriz também pode ser
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usada para identificar substédncias quimicas nao classificadas. Esta
metodologia faz uso da epiderme humana reconstruida, na qual é possivel a
aplicacdo de amostras sélidas, liquidas, semissolidas e ceras. A viabilidade
celular em modelos de RhE € medida por conversdo enzimatica do corante vital
MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio], em azul de
tiazolio (OECD, 2020a).

Existe uma IATA, desenvolvida pelo OECD, para avaliacdo da corrosao
e irritacdo cutadnea. Este documento descreve modulos que agrupam fontes de
informacéo e ferramentas de analise, fornecendo orientacées sobre: (i) como
integrar e usar dados de teste e ndo-teste existentes para avaliacdo dos
potenciais de irritacdo e corrosdo cutaneas de substancias quimicas e (ii)
propbe uma abordagem integrada, quando sdo necessarios mais testes
(OECD, 2014).

Um sensibilizador da pele se refere a uma substancia que levara a uma

resposta alérgica apés contato repetido com a pele, conforme definido pelo
GHS.
Existe um consenso sobre o0s principais eventos bioldgicos subjacentes a
sensibilizacdo da pele. O conhecimento atual dos mecanismos quimicos e
biolégicos associados a sensibilizacdo da pele foi resumido na forma de uma
via de resultado adverso (AOP; Adverse outcome pathway), comegando com o
evento molecular inicial até eventos intermediarios ao efeito adverso; ou seja,
dermatite alérgica de contato. Esta AOP se concentra em produtos quimicos
que reagem com tiol (como a cisteina) e aminas primarias (como a lisina)
(OECD, 2019b). Os quatro eventos chave envolvidos na sensibilizagdo da pele
estao descritos a seqguir:

» Primeiro evento chave: o evento de iniciagdo molecular € a ligacao
covalente de substéncias eletrofilicas a centros nucleofilicos em
proteinas da pele. Pode ser abordado usando o in chemico ensaio direto
de reatividade de peptideo (DPRA; Direct peptide reactivity assay;
OECD TG 442C) (OECD, 2020b).

» Segundo evento chave: ocorre nos queratindcitos e inclui respostas

inflamatorias, bem como mudancas na expressdo génica associadas a
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vias de sinalizacdo celular especificas, como vias dependentes do
elemento de resposta a eletrofilos/antioxidantes. Este evento chave
pode ser abordado usando os métodos de teste de luciferase ARE-Nrf2
in vitro (KeratinoSens™ ou LuSens; OECD TG 442D) (OECD, 2018a).
Terceiro evento chave: ativacdo de células dendriticas, normalmente
avaliadas pela expressdo de marcadores de superficie celular
especificos, quimiocinas e citocinas, e pode ser avaliado por meio de
trés ensaios in vitro: (i) teste de ativacdo de linhagem de célula humana
(h-CLAT; Human cell line activation test); (ii) teste de ativacdo da
linhagem celular U937 (U-SENS™); (i) ensaio da Interleucina-9
(Interleukin-9 Reporter Gene assay - IL-8 Luc assay), conforme descritos
na OECD TG 442E (OECD, 2018b).

Quarto evento chave: proliferacdo de células T, que é indiretamente
avaliada nos ensaios de linfonodo local (LLNA; Local lymph node
assays) em murinos, apenas in vivo, descritos nas respectivas diretrizes
OECD TG 429, 442A e 442B (OECD, 2010a, 2010b, 2018c).

Avaliacao do potencial de irritacéo e corroséo ocular

A irritacdo ocular é caracterizada pela producdo de alteracdes apos a

aplicacao de uma substancia de teste na superficie frontal externa do olho, que

€ totalmente reversivel em 21 dias. Nas lesdes oculares graves, existe a

presenca de lesdes nos tecidos do olho, ou deterioracao fisica grave da visao,

apos a aplicacdo de uma substancia de teste na superficie externa frontal do

olho, que nao é totalmente reversivel em 21 dias (GHS, 2019a).

Existem trés categorias de risco para irritacdo ocular de acordo com o

GHS (GHS, 2019a):

>
>

Categoria 1 (UN GHS Cat. 1) — causa sérios danos aos olhos.

Categoria 2A (UN GHS Cat. 2A) — irritante: totalmente reversivel em 21
dias.

Categoria 2B (UN GHS Cat. 2B) — levemente irritante: se uma

substancia atende aos critérios de classificacdo para 2A e tais efeitos
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podem ser reversiveis em 7 dias, a substancia pode ser classificada

como 2B.

» Substancias quimicas que ndo se enquadrem nas categorias acima sao
classificados como nao categoria (UN GHS Néao Cat.).

Atualmente, existem cinco metodologias alternativas validadas pela
OECD para identificacdo de produtos quimicos que induzem lesbes oculares
graves (UN GHS Cat. 1) ou que ndo requerem classificacdo para irritacéo
ocular ou lesdes oculares graves (UN GHS N&o Cat.).

» Metodologia de teste da permeabilidade e opacidade da cérnea bovina
(BCOP; Bovine corneal opacity and permeability; OECD TG 437): utiliza
corneas isoladas dos olhos de bovinos abatidos para fins comerciais,
evitando, assim, o uso de animais de laboratério (OECD, 2020c).

» Metodologia de teste do olho de galinha isolado (ICE; Isolated chicken
eye; OECD TG 438): assim como o BCOP, utiliza a cornea de animais
abatidos para fins comerciais (OECD, 2018d).

» Metodologia de teste de extravasamento da fluoresceina (OECD TG
460) utilizado para identificacdo de corrosivos oculares e irritantes
severos. Os efeitos toxicos, apés um curto tempo de exposicdo a
substéancia de teste, sdo medidos por um aumento na permeabilidade da
fluoresceina sodica, através da monocamada epitelial de células Madin-
Darby Canine Kidney (MDCK) cultivadas em insercdes permedaveis. A
guantidade de extravasamento de fluoresceina que ocorre €
proporcional ao dano induzido por produtos quimicos as juncdes
desmossomais (tight junctions) e membranas celulares, e pode ser
usada para estimar o potencial de toxicidade ocular de uma substéancia
de teste (OECD, 2017).

» Metodologia de teste de exposicdo a curto prazo (STE; Short time
exposure; OECD TG 491): no ensaio STE, a amostra é aplicada sobre
uma monocamada da célula Statens Seruminstitut Rabbit Cornea
(SIRC), por 5 minutos e, apés esse tempo, a viabilidade celular é

mensurada por meio do corante vital MTT (OECD, 2018e).
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» Metodologia de teste de epitélio humano semelhante a cérnea (RhCE;
Reconstructed human cornea-like epithelium; OECD TG 492): RhCE
mimetiza as propriedades histologicas, morfoldgicas, bioquimicas e
fisiologicas do epitélio corneo humano. A viabilidade celular do tecido
também é mensurada por meio do corante vital MTT (OECD, 2019c).
Nenhum teste de irritagdo ocular in vitro é capaz de substituir totalmente

0 teste ocular de Draize in vivo, pois ndo existe metodologia alternativa
validada que classifiqgue a Categoria 2 (UN GHS Cat. 2A e 2B); no entanto,
combina¢cBes de metodologias de testes alternativos dentro de uma estratégia
(em niveis/camadas) e/ou abordagens integradas para teste e avaliacdo (IATA)
podem ser capazes de substituir o ensaio de Draize. Duas abordagens podem
ser utilizadas para auxiliar na escolha da metodologia alternativa, baseadas
nas caracteristicas da amostra. A abordagem top-down, € projetada para ser
usada quando, com base nas informacgfes existentes, um produto quimico
deve ter alto potencial de irritacdo (UN GHS Cat. 1), enquanto a abordagem
bottom-up é projetada para ser usada quando, com base nas informacdes
existentes, ndo se espera gque um produto quimico possa causar irritacdo
ocular suficiente para exigir uma classificacdo (UN GHS Né&o Cat.) (OECD,
2019e).

Nos ultimos anos, os pesquisadores tém se empenhado em desenvolver
estratégias que possam identificar a UN GHS Categoria 2. Sabe-se que a
maioria dos produtos quimicos registrados ndo requerem classificagdo para
lesbes oculares graves/irritagdo ocular e, deste modo, foi proposta uma
avaliacdo de propriedades fisico-quimicas e uma abordagem bottom-up de
duas etapas aplicavel a produtos quimicos liquidos puros, que pode distinguir
entre as trés categorias do GHS da ONU (Cat. 1, Cat. 2 e Nao Cat.). A
estratégia é baseada na avaliacdo de regras de exclusdo de propriedades
fisico-quimicas com meétodos de teste in vitro, por meio de uma combinacao
dos ensaios RhCE e BCOP. As regras de exclusao fisico-quimicas e o teste
RhCE foram utilizados para identificar substancia que ndo requeiram

classificacdo para danol/irritacdo ocular (Nao Cat.), enquanto o BCOP identifica
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a Cat. 1 e, caso a substancia ndo se enquadre como Nao Cat. ou Cat. 1, ela
pode ser classificada como Cat. 2 (ALEPEE et al., 2019).

e Avaliagcédo do potencial de fototoxicidade

A fototoxicidade € definida como uma resposta toxica induzida por
produtos quimicos fotorreativos administrados topicamente ou sistemicamente
apos a exposicao do corpo a luz ambiental (OECD, 2019d).

O teste de fototoxicidade 3T3 Neutral Red Uptake (NRU; OECD TG 432)
avalia a fotocitotoxicidade pela reducéo relativa da viabilidade da monocamada
celular (linhagem BALB/c 3T3) expostas ao produto quimico em estudo, na
presenca versus auséncia de luz. A citotoxicidade é expressa como uma
reducdo dependente da concentracdo da absorcdo do corante vital vermelho
neutro (NR) (OECD, 2019d).

e Avaliacdo da permeacao cutanea

A metodologia estabelecida para a avaliagdo da permeacdo cutanea
esta descrita na OECD TG 428. Esta diretriz apresenta principios gerais para
medir a absorcao cutanea e liberacdo de uma substancia de teste usando pele
excisada. Pele de muitas espécies de mamiferos, incluindo humanos, podem
ser utilizadas. As propriedades de permeabilidade da pele sdo mantidas apos a
excisdo do corpo, pois a principal barreira de difusdo de substancias quimicas
€ 0 estrato corneo nao viavel (OECD, 2004)

A substancia de teste, que pode ser identificada a partir de um
radioisotopo, € aplicada a superficie de uma amostra de pele que separa as
duas camaras de uma célula de difusdo. A amostra permanece na pele por um
tempo e condi¢gOes especificadas, antes da remogao por um procedimento de
limpeza apropriado. O fluido receptor € coletado em pontos temporais ao longo
do experimento e analisado quanto ao produto quimico em estudo e/ou
metabdlitos (OECD, 2004).

e Avaliacdo da mutagenicidade e genotoxicidade
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Uma mutacdo significa uma mudanca permanente na quantidade ou
estrutura do material genético de uma célula. O termo "mutacdo” se aplica
tanto a mudancas genéticas hereditarias, que podem se manifestar no nivel
fenotipico quanto as modificacbes de DNA subjacentes quando conhecidas
(incluindo mudancas especificas de pares de bases e translocacdes
cromossOmicas). Substancias mutagénicas dao origem a um aumento da
ocorréncia de mutacdes em populacdes de células e/ou organismos (SCCS,
2018).

Genotoxicidade é um termo mais amplo e se refere a processos que
alteram a estrutura, o contetdo da informacao ou a segregacdo do DNA e nao
estdo, necessariamente, associados a mutagenicidade. Todos os mutagénicos
sdo genotdxicos, mas nem todas as substancias genotoxicas sdo mutagénicas
(OECD, 2016a).

De acordo com recomendacgdes do Scientific Committee on Consumer
Safety (SCCS) a avaliacdo do potencial de mutagenicidade de uma substancia
cosmética deve incluir informacdes sobre: i) mutagenicidade no nivel do gene,
i) quebra e/ou rearranjos cromossémicos (clastogenicidade) e iii) aberracdes
cromossbmicas numéricas (aneuploidia). Para esta tarefa, testes de
genotoxicidade, que avaliam desfechos de mutacéo irreversiveis (mutacdes
genéticas ou cromossémicas), devem ser utilizados. Os testes indicadores, que
medem o dano ao DNA sem levar em consideracdo as consequéncias desse
dano primério, podem fornecer evidéncias confirmatérias, mas ndo devem ser
usados como testes independentes. Por udltimo, antes de realizar qualquer
ensaio, deve ser efetuada uma analise exaustiva de todos os dados disponiveis
sobre a substancia em avaliacédo (SCCS, 2018).

Para a avaliagdo da atividade mutagénica e genotoxica de ingredientes
cosméticos sédo recomendados dois ensaios in vitro, realizados de acordo com
as diretrizes de teste da OECD:

» Teste de mutacgao reversa bacteriana (Ames test, OECD 471) como um

teste que cobre mutagfes genéticas (OECD, 2020d);
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» Teste do microndcleo (OECD 487) como um teste para aberracdes
cromossomicas estruturais (clastogenicidade) e numéricas
(aneugenicidade) (OECD, 2016a).

Se os resultados de ambos os testes forem claramente negativos, é
muito provavel que a substancia ndo tenha potencial mutagénico. Da mesma
forma, se os resultados de ambos os testes forem claramente positivos, é muito
provavel que a substancia tenha potencial mutagénico. Em ambos os casos,
testes adicionais ndo sdo necessarios; no entanto, se um dos dois testes for
positivo, a substancia € considerada um mutagénico in vitro, sendo necessarios
mais testes para excluir o potencial de mutagenicidade (e/ou clastogenicidade)
da substéancia sob investigacéo (SCCS, 2018).

e Avaliagéo da carcinogenicidade

As substancias sédo definidas como cancerigenas se, apos inalacao,
ingestdo, aplicacdo dérmica ou injecdo, induzem tumores (benignos ou
malignos) ou aumentam a sua incidéncia, malignidade ou encurtam o tempo
que antecede a ocorréncia de um tumor (ECHA 2017). Carcinbégenos sao
frequentemente diferenciados como "carcin6genos genotdxicos" (substancias
reativas ao DNA) para os quais o modo mais plausivel de acdo carcinogénica
inclui as consequéncias dos efeitos genotoxicos (isto é, mutacdo pontual e
aberracfes cromossémicas estruturais) e "carcin6genos nao genotoxicos"
(NGC), ou substancias nao reativas ao DNA, que sao cancerigenas devido a
outros mecanismos que nao as interagoes diretas com o DNA (ECHA, 2017).

No momento, ndo estdo disponiveis metodologias alternativas in vitro
validadas para a avaliacdo da carcinogenicidade (ROGIERS et al., 2020); no
entanto, existem novas abordagens in vitro, que podem ser Gteis, em uma
abordagem de peso de evidéncia geral, para indicar potenciais substancias
genotoxicas, bem como carcinogénicas ndo genotobxicas.

Para substancias genotoxicas, os testes de mutagenicidade in vitro estao
bem desenvolvidos. Devido a relacdo entre mutacdes e cancer, estes testes de
genotoxicidade também podem ser vistos como uma pré-triagem para

carcinogenicidade. Um resultado positivo, em uma bateria de testes de
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mutagenicidade/genotoxicidade in vitro, pode ser indicativo para considerar
uma substancia como um suposto carcinégeno. Esta indicagéo pode, ainda, ser
apoiada por um resultado positivo em Ensaios de Transformagéo Celular (ETC)
(SCCS, 2018). ETC podem detectar tanto carcinGgenos genotdxicos quanto
NGC. Eles avaliam a transformacéao celular, que € uma etapa das varias etapas
do processo da carcinogénese, abordando varios desfechos. Dois documentos
de orientacédo sobre ETC, a OECD n° 214 (OECD, 2015b) e a OECD n° 231
(OECD, 2016b), podem ser usados em uma abordagem de peso de evidéncia
no teste de substancias para potencial carcinogénico; contudo, o potencial

carcinogénico néo pode ser derivado de um ETC independente (SCCS, 2018).

1.1.18. Metodologias in silico

As estratégias para analisar compostos quimicos devem incluir varios
tipos de metodologias para uma avaliacdo de seguranca robusta. A revisédo
mais recente do guia Notas de Orientacdo do SCCS definiu o tom de como a
avaliacdo regulatéria da seguranca de produtos e ingredientes cosmeéticos é
realizada na Europa, o que inclui as propriedades fisicas e quimicas dos
compostos em investigacdo, dados in chemico, in silico, in vitro, ex vivo, além
de dados obtidos em estudos com animais (in vivo), antes da proibicao (SCCS,
2018).

A modelagem computacional preditiva € uma abordagem rapida e barata
gue se tornou amplamente usada em estratégias de testes integrados para
avaliacdo da seguranca de substancias quimicas (BRAGA et al., 2017).
Metodologias in silico baseadas na modelagem da relacéo estrutura-atividade
(SAR) oferecem uma abordagem alternativa para gerar estimativas de
toxicidade quimica, na auséncia de dados experimentais. A disponibilidade de
bancos de dados de alta qualidade, algoritmos de dados poderosos e
crescente poder computacional, nas ultimas décadas, resultou em ferramentas
e sistemas computacionais mais versateis e confiaveis para avaliar a toxicidade
quimica. Esses “non-testing methods”, ou seja, uma avaliacdo sem precisar
executar um ensaio em laboratério, incluem diversos modelos computacionais

preditivos e combinacdes de mais de um modelo/abordagem. Considerando a
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ampla diversidade de estruturas quimicas, uma série de metodologias e
modelos podem ser necessarios para avaliar diferentes produtos quimicos e
parametros toxicoldgicos e, para interpretar tais resultados, é necessério utilizar
uma abordagem de peso da evidéncia (WoE) (BENFENATI et al., 2019).

No caso da industria cosmética, as abordagens in silico estdo se
tornando ferramentas cada vez mais importantes para a avaliagdo da
seguranca (GELLATLY; SEWELL, 2019). Os modelos de relagdo quantitativa
estrutura/atividade (QSAR, Quantitative structure activity relationship) baseiam-
se no principio de que é possivel correlacionar caracteristicas da estrutura
molecular com as propriedades quimicas, fisicas e biologicas, podendo ser
utilizado para prever efeitos toxicos (CHERKASOV et al., 2014). A utilizacdo de
modelos farmacocinéticos e toxicocinéticos de base fisiologica (PBPK,
Physiologically-based  PharmacoKinetics; PBTK,  Physiologically-based
ToxicoKinetics) sao utilizados para prever a absorcédo, distribuicéo,
metabolismo e excre¢cdo de produtos quimicos. Todos esses processos
precisam ser conhecidos para entender o destino das substancias utilizadas
(SCCs, 2018).

O uso de uma abordagem mecanistica de via de resultado adverso
(AOP, Adverse outcome pathway) apoia a compreensdo de como a
perturbacdo da biologia normal pode levar a um resultado adverso, ligando um
evento de iniciacdo molecular (MIE, Molecular initiating event) para um produto
quimico a um desfecho apical e subsequentes efeitos no organismo de uma
populacdo, por meio de uma cadeia de eventos causal transparente e
cientificamente comprovada. As abordagens in vitro de alto rendimento (por
exemplo, ensaios de genes e eventos celulares) podem ser utilizadas para
indicar o potencial toxico (BURDEN et al., 2015). Essas abordagens podem
gerar grandes volumes de dados de alto conteudo (Big data) que ndo séo
passiveis de processamento com ferramentas tradicionais e, em vez disso,
requerem analise bioinformatica, que, as vezes, envolve técnicas de machine
learning (ZHU et al., 2014). Outra ferramenta que pode ser usada em uma
abordagem integrada com AOP é a estrutura do modo de acado toxicologica

(MoA, Mode of action) que descreve como qualquer substancia pode afetar
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adversamente a salde humana e usa esse conhecimento para desenvolver
modelos tedricos, computacionais (in silico) e experimentais complementares
(in vitro) que preveem pontos de partida quantitativos, necessarios para
avaliacdo de seguranca (BERGGREN et al., 2015). O MoA descreve uma
resposta biolégica a um desafio quimico especifico, enquanto um AOP é uma
construgdo conceitual que descreve atividades biolégicas, comeg¢ando com um
MIE e progredindo através de diferentes niveis biolégicos para um efeito
adverso observavel em uma populacdo (ANKLEY et al., 2010; BURDEN et al.,
2015).

O QSAR toolbox, € um software disponivel gratuitamente para avaliacdo
de perigo quimico, além de ser usado para identificar motivos estruturais e
possiveis mecanismos de acdo, aliados a dados experimentais existentes,
assim como prever possiveis efeitos téxicos, em diferentes desfechos. As
categorias quimicas, agrupamento e read-across baseiam-se na identificacao
de produtos quimicos de origem suficientemente relacionados, em que a
similaridade é, geralmente, avaliada com base em fragBes estruturais e
propriedades fisico-quimicas/biologicas (GELLATLY; SEWELL, 2019).
Dependendo dos dados disponiveis, uma variedade de desfechos pode ser
prevista, como o potencial genotéxico de metabdlitos, quando ndo ha dados
experimentais disponiveis (EFSA, 2016). Embora os métodos in silico sejam
atualmente usados, predominantemente, para tomada de decisdo interna, em
vez de regulamentar, & medida que aumenta a confiangca em sua aplicabilidade
e previsibilidade, € provavel que isso mude (GELLATLY; SEWELL, 2019).

‘Pesar” os resultados obtidos dos modelos in silico antes de sua
integracdo é uma etapa importante, em uma abordagem de peso da evidéncia
(HARDY et al., 2017). Esta avaliacdo é imprescindivel, ndo apenas quando 0s
modelos concordam, mas também quando os resultados n&o convergem
(BENFENATI et al., 2019). Assim, cada tomada de decisdo, € baseada nas
particularidades dos modelos utilizados. Ao realizar qualquer ensaio, seja ele in
vitro ou in silico, é importante avaliar se a substancia alvo se enquadra no
dominio de aplicabilidade (DA) do meétodo/modelo. O conceito de DA dos

modelos in silico foi introduzido para avaliar a probabilidade de uma substancia
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quimica ser coberta pelo conjunto de avaliacdo utilizado pelo modelo. As
previsdes fora do DA, normalmente, ndo sdo confiaveis e seu uso é dificil de
justificar (CHERKASOQV et al., 2014).

Apesar do grande progresso, nos ultimos anos, em areas especificas
(toxicocinética, toxicidade de dose repetida, carcinogenicidade e toxicidade
reprodutiva), a implementacdo completa dos métodos alternativos ainda pode
levar algum tempo (ALMEIDA; SARMENTO; RODRIGUES, 2017). Em resumo,
a expansao dos dominios de aplicabilidade (DA) de ferramentas in vitro e in
silico e a colaboracdo continua entre reguladores, academia e industria sédo
necessarios para completar o desenvolvimento de métodos alternativos néo

animais.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O presente trabalho teve por objetivo avaliar a seguranca de 13
conservantes antimicrobianos utilizados em produtos cosméticos por meio de
uma abordagem integrada de métodos in vitro, in silico, avaliacdo de perigo,
avaliacdo da exposicéo e caracterizacéo de risco.

2.2. Objetivos especificos

e Avaliacdo in vitro da citotoxicidade nas linhagens celulares HaCaT,
HDFa e HepG2.

e Avaliagédo in vitro do potencial de irritagdo/dano ocular na linhagem
celular SIRC.

e Avaliacédo in silico do potencial de irritacdo cutanea.

e Avaliacéo in silico do potencial de irritacdo/dano ocular dos conservantes
gue nédo puderam ser classificados pela metodologia in vitro utilizada;

e Avaliacéo in silico do potencial de sensibilizacdo da pele;

e Avaliagéo in silico do potencial de fototoxicidade;

e Avaliacéo in silico da toxicidade oral aguda;

e Avaliacéao in silico do potencial de mutagenicidade;

e Avaliacéao in silico do potencial de genotoxicidade;

e Avaliacéo in silico do potencial de carcinogenicidade;

e Avaliagéo in silico do potencial da atividade endocrina;

e Avaliagéo do perigo, exposicéo e caracterizagcéo do risco.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material

3.1.1. Amostras

Propilparabeno (Clariant); Metilparabeno (Clariant); Fenoxietanol
(Chemyunion); Mistura de metilisotiazolinona e metilcloroisotiazolinona
(Clariant); DMDM hidantoina (Chemyunion); Imidazolidinil ureia (Chemyunion);
Dehidroacetato de sodio (Chemyunion); Alcool benzilico (DSM); Cloreto de
benzalcénio (Clariant); Caprilil glicol (Symrise); Benzoato de soédio (Jiali);
Etilhexilglicerina (Schilke & Mayr GmbH).

3.1.2. Material para rotina celular
3-4(4.5-dimethyl-2-thiazolyl)-2.5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT,;
Sigma); Neutral red solution 0,33% (NR; Sigma); Trypan blue solution 0,4%
(Sigma); Soro fetal bovino (SFB; Cultilab), meio de cultura Dulbecco’s modified
eagle’s medium - high glucose (DMEM; Cultilab) e Minimum essential media
(MEM; Cultilab); Phosphate buffered saline (PBS); Tripsina (Sigma); Solucéo
de antibidtico (Cultilab); Human immortalized keratinocytes (HaCaT); Human
dermal fibroblasts, adult (HDFa); Liver hepatocellular carcinoma (HepG2);

Statens seruminstitut rabbit cornea (SIRC).

3.1.3. Reagentes
Dimetilsulfoxido (DMSO; Synth); Lauril sulfato de sédio (LSS; Synth);
Isopropranol (Synth); Acido acético glacial (Synth); Acido cloridrico (Synth);

Etanol absoluto (Synth), Soro fisiologico (Needs); Oleo mineral (Needs).

3.1.4. Equipamentos

Balanca analitica (Shimadzu AY220); Peagdmetro digital (Gehaka
PG1800); Agitador magnético (Marconi MA 085 L); Autoclave vertical
(PHOENIX®); Fluxo laminar (VECO®); Estufa de cultivo CO2 (Shel Lab);
Freezer -80° C (SANYO MDF-U56VC); Refrigerador (Consul Facilite Frost
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Free); Centrifuga (BOECO Germany U-32R); Microscopio invertido (OLYMPUS
CK2); Microscopio o6ptico (LABOMED Lx 400); Leitor de placas (BMG
LABTECH — Spectrostar Nano); Camara de Neubauer (BOECO); Shaker (New

Brunswick Scientific).

3.2. Métodos

3.2.1. Avaliacéo in vitro

3.2.1.1. Ensaio de exclusao do corante azul de tripano

O ensaio foi realizado de acordo com o protocolo estabelecido por
Strober (2015).

As células foram tripsinizadas e centrifugadas a 1300 rpm, por 3
minutos. O sobrenadante foi descartado e as células foram suspensas em meio
de cultura completo, contendo soro fetal bovino (SFB) e solucao de antibiéticos.
Foi retirada uma aliquota de 50 pL da suspensdo celular e foram
acrescentados 50 pL da solucdo do corante azul de tripano, 0,4%. Apos
homogeneizacéao, foi retirada uma aliquota de 10 pL, para realizar a contagem
do numero de células na cAmara de Neubauer.

Foram contados os 4 quadrantes externos da camara de Neubauer. As
células com a aparéncia de transparentes, com citoplasma claro, foram
consideradas, no calculo, como viaveis e, as células com o citoplasma corado
em azul, foram consideradas como néo viaveis e ndo foram contabilizadas no
calculo. A soma dos 4 quadrantes foi multiplicada por 2 (fator de diluicdo para o
azul de tripano) e o resultado dividido por 4 (ndmero de quadrantes
contabilizados) expresso como x 10* células/mL, de acordo com a equacao

abaixo:

Equacdo 1. Calculo de viabilidade celular com corante azul de tripano

numero de células vivas = (Q1+ Q2+ Q3+ Q4) X2+ 4

Q1 a Q4: valor de células viaveis contadas em cada quadrante.
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Este teste foi realizado antes de todos os ensaios de citotoxicidade e
dano ocular, para garantir que a padronizacdo da suspensédo celular fosse
calculada a partir de uma viabilidade celular de 100%.

3.2.1.2. Avaliacdo da citotoxicidade por meio das metodologias que utilizam os
corantes vitais MTT e NR

O ensaio MTT foi realizado de acordo com protocolo estabelecido no
laboratorio, seguindo o que € preconizado na literatura (MOSMANN, 1983;
ZANONI et al., 2019). O ensaio NRU foi realizado de acordo com o protocolo
da ISO (2009), com modificacdes.

As células HaCaT, HDFa e HepG2 foram cultivadas, separadamente, em
meio de cultura completo, DMEM suplementado com 10% de SFB e 5% de
solucdo de antibiotico, mantidas na estufa em uma atmosfera umidificada
(80%) a 37+2° C, na presenca de 5% de diéxido de carbono (CO2).

O meio de cultura foi trocado de 2 a 3 vezes por semana, e as células
eram tripsinizadas quando a garrafa atingisse uma confluéncia de,
aproximadamente, 75-85%. Os ensaios foram realizados apds a terceira
passagem das células.

A avaliacdo da citotoxicidade foi realizada durante trés dias: assim, a
metodologia foi dividida nos dias, didaticamente.

Dia 1

Ao atingir a confluéncia de 75-85%, as garrafas contendo as células
foram tripsinizadas e o seu conteudo foi colocado em tubos estéreis, para
centrifugacéo, por 3 minutos a 1200 rpm. O sobrenadante foi descartado e as
células foram suspensas em meio de cultura. Em seguida, foi realizada a
contagem das células, em camara de Neubauer, como descrito no item 3.2.1.1.
Ensaio de exclusédo do corante azul de tripano. A concentracdo padronizada
para os experimentos foi de 5x10° células/mL em meio de cultura DMEM
completo.

A suspensao celular foi plagueada, em microplaca estéril de 96 pocos

com fundo chato, propria para cultivo celular, para a qual foram transferidos
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100 pL da suspenséo, por poc¢o. Os pocos das bordas superior, inferior, direita
e esquerda ndo foram plaqueados com célula, apenas foi colocado o meio de
cultura. Em seguida, a microplaca foi incubada em estufa a 37 £ 2° C, na
presenca de 5% de COz, por 24 horas, para posterior tratamento.
Dia 2

Antes de realizar o tratamento, as microplacas foram observadas em
microscépio invertido, para garantir que nao havia contaminacao.

Foi preparada uma solucdo estoque de cada conservante, em meio de
cultura com 5% de SFB e 5% de solucdo de antibiotico, as quais foram filtradas
no fluxo laminar, em filtro estéril, com porosidade de 0,22 pum. As
concentracbes utilizadas foram obtidas por meio de diluicAo seriada, em

microtubos estéreis e estao descritas na Tabela 1.

Tabela 1. Conservantes e concentragdes utilizadas nos ensaios

Conservante Concentracfes utilizadas % (m/v)
Propilparabeno 0,01250; 0,0250; 0,050; 0,10 e 0,20
Metilparabeno 0,0250; 0,050; 0,10; 0,20 e 0,40

Fenoxietanol 0,1250; 0,250; 0,50; 1,00 e 2,00
Metilcloroisotiazolinona e 0,00018750; 0,0003750; 0,000750; 0,00150
metilisotiazolinona e 0,0030

DMDM hidantoina 0,0750; 0,150; 0,30; 0,60 e 1,20

Imidazolidinil ureia 0,0750; 0,150; 0,30; 0,60 e 1,20

Dehidroacetato de sédio 0,0750; 0,150; 0,30; 0,60 e 1,20

Alcool benzilico 0,1250; 0,250; 0,50; 1,00 e 2,00

Cloreto de benzalconio 0,006250; 0,01250; 0,0250; 0,050 e 0,10
Caprilil glicol 0,06250; 0,1250; 0,250; 0,50 e 1,00
Benzoato de sédio 0,06250; 0,1250; 0,250; 0,50 e 1,00
Etilhexilglicerina 0,1250; 0,250; 0,50; 1,00 e 2,00

Fonte: A autora.
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Foi retirado o meio de cultura das microplacas e adicionados os

tratamentos, sendo 100 puL de cada tratamento, nos pocos correspondentes.

Os controles utilizados para o ensaio com o MTT e NR foram:

Controle negativo (MTT e NRU): meio de cultura, representando 100%
de viabilidade celular;

Controle positivo (MTT): DMSO a 10% diluido em meio de cultura. Nesta
concentragédo, o DMSO resulta em uma viabilidade celular < 30%;
Controle positivo (NRU): lauril sulfato de sodio (LSS) em 4
concentracfes: 0,05 mg/ml; 0,1 mg/ml; 0,15 mg/ml; 0,2 mg/ml, realizado
em uma placa a parte, a cada experimento. A média historica,
concentracéo que inibe 50% da viabilidade celular (ICso), de LSS é 0,093
mg/ml. O teste atendeu aos critérios de aceitacdo se o ICso para LSS
estivesse dentro do Cl 95% (intervalo de confianca; 0,070 mg/ml a 0,116

mg/ml).

As microplacas foram incubadas, novamente, em estufa a 37+2° C, na

presenca de 5% de CO2, por 24 horas. O desenho experimental das

microplacas para os ensaios de citotoxicidade MTT/NRU esta exemplificado na

Figura 3.

Para os conservantes metilparabeno e propilparabeno, foi necessario

utilizar 5% de etanol absoluto para a solubilizacdo, no meio de cultura. Para

controle, foi realizado o teste de citotoxicidade com o etanol nas mesmas

concentracOes utilizadas para solubilizacdo dos conservantes (5%). Os valores

obtidos foram descontados da citotoxicidade destes conservantes.

No dia 2 foi preparado o meio vermelho neutro na concentracdo de 40

png/mL para ser utilizado no terceiro dia do ensaio NR:

123 pL da solucéo estoque de vermelho neutro (0,33%);
9,877 mL de meio de cultura. A quantidade preparada varia de acordo
com o0 numero de microplacas. A solucdo foi incubada overnight na

mesma estufa de cultura celular.
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Figura 3. Desenho experimental para o ensaio de citotoxicidade MTT/NR
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Meio de cultura sem as células (laranja); Controle negativo (vermelho); Controle
positivo ensaio MTT — DMSO (roxo); Amostra 1 (amarelo); Amostra 2 (azul); Amostra 3
(verde). Fonte: A autora.

Dia 3

Ensaio MTT

ApGs as 24 horas de tratamento, o meio de cultura foi retirado das
microplacas, que foram lavadas com 100 pL de PBS, por pog¢o. Foram
adicionados 100 pL da solugdo de MTT preparada em PBS (1 mg/mL),
previamente filtrada (porosidade de 0,22 pL), em cada pogo. As microplacas
foram encubadas, por 3 horas, em estufa, na presenca de 5% de CO2, a 37 £
2° C.

Posteriormente, foi retirada a solu¢cdo de MTT das microplacas e foram
adicionados 100 pL de isopropanol, em cada po¢o. Em seguida, as microplacas
ficaram sob agitacdo, por 10 minutos, e foi verificada a solubilizacdo dos
cristais de formazana. A leitura da absorbancia foi realizada a 570 nm, em

espectrofotdmetro, com leitor de microplacas.
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Ensaio NR

O meio vermelho neutro, preparado no dia 2, foi centrifugado por 10
minutos a 1800 rpm, para sedimentar qualquer precipitado do corante. Em
seguida, o meio foi colocado em um reservatorio com cuidado para néo
derrubar os cristais sedimentados.

Apls as 24 horas de tratamento, o meio de cultura foi retirado das
microplacas, que foram lavadas com 100 pL de PBS por pogo. Foram
adicionados 100 puL do meio vermelho neutro em cada poco. As microplacas
foram encubadas, por 3 horas, em estufa com 5% de COz, a 37 =+ 2° C.

As microplacas foram inspecionadas em microscopio invertido para
checar a formacgéo dos cristais de vermelho neutro. Foi preparada uma solucéo
para extracdo do corante, contendo: 50% de etanol, 49% de agua e 1% de
acido acético glacial.

O meio vermelho neutro foi removido e foi realizada a lavagem das
microplacas com 100 pL de PBS, por poc¢o. Foram adicionados 150 pyL da
solucdo de extracdo do corante a cada poco. As microplacas ficaram sob
agitacao, por 10 minutos, e foi verificada a solubilizacdo dos cristais. A leitura
da absorbéancia foi realizada a 540 nm, em espectrofotbmetro, com leitor de

microplacas.

Critérios de aceitacdo dos resultados

Foram realizados, ao menos, trés ensaios independentes, para cada
metodologia. Foi aceito um desvio padréo da viabilidade celular final, derivada
das trés repeticbes independentes, menor que 15% para cada substancia-
teste, em cada concentracéo avaliada.

Pelos valores de densidade oOptica (OD) obtidos, foi possivel calcular a
porcentagem de células mortas e viaveis, 0 ICso e IC30 (concentracdo que inibe
50 e 30% da viabilidade celular, respectivamente), de acordo com as equacdes
2e3.
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Equacéo 2. Calculo da porcentagem de células mortas para os ensaios MTT/NRU

OD., — 0D
% células mortas = ( CnOD Am) x100
cn

ODcn: densidade Optica do controle negativo;
ODam: densidade 6ptica da amostra.

Equacéo 3. Calculo da porcentagem de células vivas para os ensaios MTT/NRU

% células vivas = 100 — % células mortas

O ICs0 e IC30 foram calculados no programa GraphPad Prism (versdo
5.01), por meio de uma curva de regressdo nao linear, utilizando a
concentragdo (log) versus a porcentagem de células viaveis. Os valores da
viabilidade celular foram relatados como média + desvio padréao (DP).

Foi realizada a andlise estatistica de variancia One-Way ANOVA com
pos teste Tukey, para comparar as médias das viabilidades celulares entre os
conservantes dentro de uma mesma linhagem e testar quais resultados foram
iguais e diferentes. A significancia estatistica foi estabelecida em p<0,05
(Tabelas 3 a 6).

3.2.1.3. Avaliacao de dano ocular (Short Time Exposure — STE)

A avaliacdo de dano ocular foi realizada de acordo com o protocolo da
OECD 491 (OECD, 2018e).

Neste ensaio, foi utilizada a célula SIRC, cultivada em meio MEM,
suplementado com 10% de SFB e 5% de solu¢do de antibiético, mantidas na
estufa de cultivo celular em uma atmosfera umidificada a 37 + 2° C, na
presenca de 5% de CO2. O meio de cultura foi trocado de 2 a 3 vezes por
semana, e as células eram tripsinizadas quando a garrafa atingisse uma
confluéncia de, aproximadamente, 75-85%. Os ensaios foram realizados apds
a terceira passagem das células.

ApoOs obter a quantidade necessaria de células, elas foram tripsinizadas
e centrifugadas, por 3 minutos, a 1300 rpm. A contagem das células foi
realizada em camara de Neubauer como descrito no item 3.2.1.1. Ensaio de

exclusao do corante azul de tripano.
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Foram plaqueados 200 pL da suspensdo celular a 6x10° células por
poco, em placas estéreis de 96 pocos, com fundo chato e proprias para cultivo
celular. As extremidades da placa ndo foram utilizadas devido a possibilidade
de evaporacdo, que pode influenciar os resultados. Nestes pocos sO foi
adicionado o meio de cultura, como exemplificado na Figura 4. Apds o
plagueamento, as células foram acondicionadas na estufa de cultivo celular,
por 4 dias.

No quarto dia, apds plagueamento, o experimento foi realizado. As
amostras foram previamente solubilizadas, de acordo com suas carateristicas
fisico-quimicas, nos solventes recomendados: soro fisioldgico (12 opcao), 5%
DMSO em soro fisiologico (22 opcdo) ou 6leo mineral (32 opgao).

As amostras foram dissolvidas no solvente selecionado para uma
concentracdo de 5% (m/m) e, entdo, foi realizada uma diluicdo seriada de 10x
para 0,5% e em seguida para 0,05%. As concentracdes utilizadas foram a 5% e
a 0,05%.

O meio de cultura foi usado como um controle em cada placa, de cada
repeticdo, e a viabilidade das células no meio foi considerada 100%. As células
também foram expostas a cada solvente utilizado, sendo considerado o
controle negativo, para confirmar que eles ndo induzem efeitos adversos na
viabilidade celular. O controle positivo utilizado foi o LSS a 0,01%, em soro
fisioldgico, que foi aplicado em cada placa, de cada repeticdo. Para calcular a
viabilidade celular do controle positivo, cada placa de cada repeti¢cdo incluiu um
controle para o solvente soro fisiolégico.

A placa de substancias foi preparada em uma placa de 96 pocos para
micro titulacdo, sem a adicdo de células. Foi organizado o desenho
experimental com os tratamentos (amostras) e controles de acordo com a
Figura 4. Foram pipetados 300 pL, por poco, de cada substancia em seus
respectivos pogos, em triplicata, para cada concentracéo testada. Os controles
estavam presentes em cada placa, de cada repeticdo experimental.

A microplaca com a cultura de células foi retirada da estufa e observada
em microscopio invertido para avaliacdo da monocamada formada. Placas que

apresentassem qualquer alteracdo fora dos padrbes do experimento foram
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descartadas. Dentro do fluxo laminar, o meio de cultura foi decantado para dar
inicio ao experimento.

Com uma micropipeta multicanal foram aplicados, a partir da placa de
substancias, 200 pyL por poco de cada substancia, na microplaca com as
células plaqueadas, em triplicata, para cada concentracdo. A exposicédo durou
5 minutos e, apds esse tempo, as substancias foram aspiradas, na mesma

ordem de aplicagdo, com a micropipeta multicanal.

Figura 4. Desenho experimental para o ensaio de dano ocular STE
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Pocos nao utilizados no experimento (laranja); Meio de cultura com as células
(vermelho); Controle negativo — solvente (rosa); Controle positivo — LSS (amarelo);
Amostras a 0,05% (verde escuro); Amostras a 5% (verde claro); Amostra 1 (Al);
Amostra 2 (A2); Amostra 3 (A3); Amostra 4 (A4); Amostra 5 (A5); Amostra 6 (A6);
Branco - PBS (roxo); Controle do solvente soro fisiologico (lilas). Fonte: A autora.

As microplacas foram lavadas duas vezes com 200 pL de PBS,
removendo-o por decantacdo. Foram adicionados 200 pL da solucdo de MTT
(0,5 mg/mL diluidos em PBS) e as microplacas foram incubadas, no escuro, na
estufa de cultivo celular, por 2 horas. Posteriormente, a solugdo de MTT foi
decantada e, para solubilizar os cristais de formazana, foram adicionados, em
cada poco, 200 pL de isopropanol acidificado com 0,04 N de acido cloridrico,
por 60 minutos, no escuro.
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A leitura da absorbancia foi realizada a 570 nm, em espectrofotdmetro,
com leitor de microplacas. O PBS foi utilizado como branco, sendo adicionado

antes da leitura em 3 pocos que ndo continham células.

Avaliacao dos resultados

Os valores de OD obtidos de cada amostra foram usados para calcular a
viabilidade celular relativa ao controle negativo do solvente, que € considerado
100%. Foram calculadas as médias obtidas das ODs das triplicatas de pocos
de cada substancia e controles. A equacéo utilizada para calcular a viabilidade

celular esta descrita abaixo:

Equacéo 4. Calculo da viabilidade celular (%) para o ensaio STE

(0D amostra) — (0D branco)

Viabilidade celular (%) = (0D solvente) — (0D branco) X

OD: densidade 6ptica.

A viabilidade celular do solvente (controle negativo) foi calculada em
relacdo ao meio de cultura e a viabilidade do controle positivo (LSS) foi
calculado em relagé@o ao seu solvente (soro fisiol6gico).

Foram realizados, ao menos, trés ensaios independentes e a viabilidade
celular relativa final foi calculada a partir da média aritmética das trés
repeticdes independentes.

Os valores de viabilidade celular foram relatados como média + desvio

padrao (DP). A significancia estatistica foi estabelecida em p < 0,05.
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Critérios de aceitacdo do teste

Os resultados do teste foram considerados aceitdveis quando

satisfizeram os seguintes critérios:

a)

b)

d)

A densidade Optica do meio controle deve ser maior ou igual a 0,3 apos
a subtracdo da densidade 6ptica do branco.

A viabilidade do solvente controle deve ser 80% ou mais, relativa ao
meio controle.

A viabilidade celular do controle positivo (LSS a 0,01%) deve estar entre
os dois desvios padrées da média histérica ou caso o laboratério nédo
tenha completado um numero suficiente de experimentos para
estabelecer uma média robusta, pode ser considerado valores entre
21,1% e 62,3%.

O desvio padréo da viabilidade celular final, derivada das trés repeticoes
independentes, deve ser menor que 15% para cada substancia-teste,

em cada concentracdo avaliada.

Classificacao da substancia-teste

cada

ApoOs a execucdo do teste e calculo da viabilidade celular relativa, para

substancia-teste comparados ao solvente controle, foi estimado o

potencial risco ocular que esta substancia apresenta.

Os valores de cut-off da viabilidade celular para a identificacdo de

substancias que induzem dano ocular severo (UN GHS Categoria 1) e

substancias que nao requerem classificacdo para irritacdo ocular ou dano

ocular severo (UN GHS Sem Categoria) estdo descritos no Quadro 13.
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Quadro 13. Classificacdo das substancias-teste pela metodologia STE

Viabilidade celular UN GHS Classificagédo Aplicabilidade
5% 0,05%
> 70% > 70% N&o Categoria Substancias e misturas, com
excecao de:

i) substancias altamente volateis
com pressdo de vapor superior a
6 kPa

ii) Produtos quimicos solidos

(substancias e misturas), exceto

surfactantes e misturas
compostas apenas de
surfactantes
<70% > 70% Nenhuma predicdo pode | Nao aplicavel
ser realizada
<70% <70% Categoria 1 Substancias e misturas

Fonte: (OECD, 2018e)

3.2.2. Avaliacéo in silico

acima,

Os desfechos escolhidos para avaliacao in silico foram:
Irritac@o da pele;

Irritacdo ocular (CG e EEG);

Sensibilizacédo da pele;

Fototoxicidade;

Toxicidade oral aguda (LDso; roedores);
Carcinogenicidade;

Mutagenicidade;

Genotoxicidade;

Atividade endbécrina.

Para a analise dos compostos, foi inserida, nos softwares descritos

a notacdo quimica SMILES (Simplified Molecular Input Line Entry

System) obtida no site do PubChem, disponiveis no Quadro 14.
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A avaliacdo in silico dos desfechos carcinogenicidade, mutagenicidade,

genotoxicidade e atividade enddcrina, foi realizada por meio das ferramentas
computacionais VEGA HUB versao 1.1.5 e OECD QSAR toolbox versao 4.4.1.
Os softwares estdo disponiveis para download gratuito nos enderecdes
eletrbnicos https://www.vegahub.eu/ e https://gsartoolbox.org/. Ambos os
softwares fornecem, junto com o resultado da analise, as informagfes sobre o
dominio de aplicabilidade do método, baseado no composto quimico em
analise. Somente os resultados dentro do dominio de aplicabilidade (DA) do
meétodo foram considerados (ECHA, 2016). Os modelos de fototoxicidade e
toxicidade oral aguda (LDso; roedores) s6 estavam disponiveis no OECD QSAR

toolbox; sendo assim, s6 foram avaliados nesta plataforma.

Quadro 14. Notagdo quimica SMILES

INCI name SMILES

Propylparaben CCCOC(=0)C1=CcC=C(C=C1)O
Methylparaben COC(=0)C1=CC=C(C=C1)0O
Phenoxyethanol Cl=CcC=C(C=C1)0occo

Methylchloroisothiazolinone

(and) Methylisothiazolinone

CN1C(=0)C=C(S1)Cl
CN1C(=0)C=CS1

DMDM Hydantoin

CC1(C(=O)N(C(=0)N1CO)CO)C

Imidazolidinyl Urea

C(NC(=0)NC1C(=O)NC(=O)N1CO)NC(=O)NC2C
(=0)NC(=0)N2CO

Sodium dehydroacetate

CC1=CC(=C(C(=0)01)C(=0)C)[O-].[Na+]

Benzyl Alcohol

C1=CC=C(C=C1)CO

Benzalkonium Chloride

[CI-.CCCCCCCCCCIN+](C)(C)CC1CCCCCl

Caprylyl Glycol CCCcCcCcCc(co)o
Sodium Benzoate C1=CC=C(C=C1)C(=0)[O-].[Na+t]
Ethylhexylglycerin CCCcCc(ce)cocec(co)o

Fonte: PubChem

A irritacdo da pele foi avaliada por meio do OECD QSAR toolbox e

IrriTest (Altox). O IrriTest é uma ferramenta computacional para previsao de

irritagcdo cutanea desenvolvida pela Altox, utilizando conhecimentos derivados
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de uma combinacdo de mecanismos e dados experimentais relacionados a
irritacdo e corrosdo cutanea. Somente os resultados dentro do DA foram
utilizados.

Para o desfecho de sensibilizacdo da pele, foi utilizada a plataforma
online PRED-SKIN Web App 3.0, disponivel no endereco eletronico
http://predskin.labmol.com.br, além dos softwares VEGA e OECD QSAR
toolbox. O PRED-SKIN fornece um indice de confiabilidade do modelo
Bayesian outcome. Desse modo, s6 foram considerados os resultados com
confiabilidade alta (high) (BRAGA et al., 2017).

Foi realizada a predicédo do desfecho de irritacdo ocular somente para 0s
conservantes que néo foram classificados pela metodologia STE, caprilil glicol
(CG) e etilhexilglicerina (EEG), por meios dos softwares OECD QSAR e iS
Ocular. O iS Ocular é uma plataforma de avaliacéo in silico da Altox, disponivel
no endereco eletrénico https://altox.com.br/; contudo, o acesso é pago e foi
gentilmente cedido pelo Grupo O Boticario. A predicdo toxicolégica na
ferramenta OECD QSAR toolbox, foi realizada por meio de read-across,
utilizando como critérios: “Regras de Inclusdo e Regras de Exclusdo de
Dano/Irritacdo Ocular por BfR” (Instituto Federal Alemao para Avaliacdo de
Riscos), por agrupamento priméario. S6 foram utilizados os resultados que
estavam dentro do DA do método. O iS Ocular realizou a predicdo de maneira
automatica, gerando um relatério de andlise que englobou os trés modelos
constituintes da ferramenta e os critérios estabelecidos por ela. Somente os
resultados dentro do DA foram utilizados.

Os resultados das analises in silico foram expressos como negativo; ou
seja, a substancia possui baixa probabilidade de exercer atividade no dado
desfecho; ou positivo, quando a substancia possui alta probabilidade de ser
ativa, no desfecho selecionado. Alguns modelos, para algumas substancias,
estavam fora do dominio de aplicabilidade do meétodo, portanto, esses
resultados ndo foram considerados. Os softwares e modelos preditivos que
foram utilizados para cada desfecho avaliado nas analises in silico foram

disponibilizados no Quadro 15.
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Quadro 15. Softwares e modelos preditivos utilizados nas andlises in silico

Desfechos

Softwares

Modelos

Irritagdo da pele

OECD QSAR toolbox

Read-across -> Skin irritation/corrosion Inclusion rules by BfR e Skin
irritation/corrosion Exclusion rules by BfR

IrriTest (Altox)

Structural Alert Analysis, Skin irritation and corrosion predictions for met BfR Rules

e Skin irritation and corrosion predictions for human and animal skin

Irritagdo ocular (CG e

EEG)

IS-Ocular (Altox)

Structural Alert Analysis, Eye irritation and corrosion predictions for met BfR Rules

e Eye irritation and corrosion predictions for human and animal eyes

Sensibilizagéao da pele

OECD QSAR toolbox

QSAR - Allergic Contact Dermatitis, Guinea Pig and Human - Danish QSAR DB
battery model (1.0)

VEGA HUB Skin Sensitization model (CAESAR) 2.1.6 e Skin Sensitization model (IRFMN/JRC)
1.0.0
PRED-SKIN QSAR - considera dados in chemico (DPRA), in vitro (KeratinoSens e h-CLAT), in

vivo (LLNA) e humanos (HRIPT e HMT) e modelo Bayesian outcome (avaliagéo

de risco qualitativa integrativa [QRA])

Fototoxicidade

OECD QSAR toolbox

QSAR - Photoinduced toxicity based on 3T3 NRU data (1.0)

Toxicidade oral aguda

(LDso. roedores)

OECD QSAR toolbox

QSAR - Acute toxicity in Mouse, Oral - Danish QSAR DB ACDLabs model (1.0)

Carcinogenicidade

OECD QSAR toolbox

QSAR > FDA RCA Cancer Female Mouse - Danish QSAR DB CASE Ultra model
(1.0) e FDA RCA Cancer Male Mouse - Danish QSAR DB CASE Ultra model (1.0)

VEGA HUB

Carcinogenicity model (CAESAR) 2.1.9 e Carcinogenicity model (ISS) 1.0.2
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Mutagenicidade

OECD QSAR toolbox

QSAR > Ames test in S. typhimurium (in_vitro) - Danish QSAR DB battery model
(1.0) — ativacdo metabdlica com S9

VEGA HUB

Mutagenicity (Ames test) CONSENSUS model 1.0.3

Genotoxicidade

OECD QSAR toolbox

QSAR - Micronucleus Test in Mouse Erythrocytes - Danish QSAR DB battery
model (1.0)

VEGA HUB

In vitro Micronucleus activity (IRFMN/VERMEER) 1.0.0
In vivo Micronucleus activity (IRFMN) 1.0.1

Atividade enddcrina

OECD QSAR toolbox

QSAR - Estrogen Receptor a Activation (Human in_vitro) - Danish QSAR DB

battery model (1.0) - ER activation e Estrogen Receptor a Binding, Balanced
Training Set (Human in vitro) - Danish QSAR DB battery model (1.0)

VEGA HUB

Estrogen Receptor Relative Binding Affinity model (IRFMN) 1.0.1 e Estrogen
Receptor-mediated effect (IRFMN/CERAPP) 1.0.0

80

QSAR: Quantitative structure—activity relationship; BfR: German Federal Institute for Risk Assessment; DPRA: Direct Peptide Reactivity Assay;

h-CLAT: Human Cell Line Activation Test; LLNA: Local lymph node assay; HRIPT: Human Repeated Insult Patch Test; HMT: Human
Maximization Test; NRU: Neutral Red Uptake.
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3.2.3. Avaliacéo do perigo

Para a construcdo da matriz toxicolégica de perigo, os desfechos
abordados neste trabalho foram parametrizados de acordo com o nivel de
toxicidade, definido como baixo (B) ou alto (A), em concordancia com as
principais diretrizes toxicolégicas, como GHS, SCCS, International Agency for
Research on Cancer (IARC), e United States Environmental Protection Agency
(USEPA), como descrito na Tabela 2, considerando os desfechos de
sensibilizacao e irritacdo da pele, irritacdo ocular, fototoxicidade, toxicidade oral
aguda, carcinogenicidade, mutagenicidade, genotoxicidade e atividade
enddcrina.

Apés a parametrizacdo dos desfechos (Tabela 2), os dados obtidos de
exposicao local e sistémica, por meio de métodos in vitro e in silico, foram

categorizados de acordo com seus niveis de toxicidade (baixo ou alto).
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Tabela 2. Parametros de avaliacdo do perigo
Grupo | - Toxicidade Local Grupo Il - Toxicidade Sistémica
Sensibilizagao Irritac8o da pele Irritacdo ocular Fototoxicidade Toxicidade Carcinogenicidade Mutagenicidade Genotoxicidade Atlv’lda_de
da pele oral aguda enddécrina
GHS Nao
Substéncia Viabilidade celular Categorla_ou Substéncia Substancia Substancia Substancia o
_ i (HaCaT/HDFa) resultado in il il i o N&o ativo no
= classificada oy ~ . Classificada LDso > 2000 classificada como classificada classificada
. ~ >70%2 e/ou silico® que néo ~ ~ e ~ ~ receptor de
Baixo como nao . como nao mg/kg pc/d  ndo carcinogénica  como ndo €como nao o
L resultado negativo demostre . s s estrogénio a
sensibilizante . 7. . fototoxica (IARC Grupo 3 ou 4) mutagénica genotoxica
in silico potencial de
irritag&o ocular
Viabilidade celular GHS Categoria
Substéncia 1 ouresultado Substancia Substancia Substancia Substancia .
i (HaCaT/HDFa) IR o o o & Ativo no
classificada in silico® que classificada LDso < 2000 classificada como classificada classificada
<70%? e/ou ; N receptor de
como . demostre como mg/kg pc/d  carcinogénica (IARC como como P
. resultado positivo . - - - estrogénio a
sensibilizante potencial de fototoxica Grupo 1) mutagénica genotodxica

in silico S A
irritacdo ocular

aConsiderando a concentracdo maxima permitida; PAvaliacdo in silico realizada apenas para 0s conservantes que ndo puderam ser
classificadas pelo ensaio in vitro de irritacdo ocular; GHS: Globally Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals; LDso:
Lethal dose; IARC: International Agency for Research on Cancer. Fonte: A autora.
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3.2.4. Avaliacéo da exposicao e caracterizacao do risco

A Ultima etapa na avaliagdo de seguranca de um ingrediente cosmético
€ o célculo da margem de seguranca (MoS), que é a razao entre o nivel (dose)
sem efeitos adversos observaveis (NOAEL) e uma estimativa da exposicao
(SED) (SCCS, 2018). Os valores de NOAEL utilizados neste trabalho foram
obtidos na literatura e, deste modo, nenhum ensaio em animal foi realizado.

A SED foi calculada utilizando a seguinte equagdo, para cada

ingrediente:

Equacéo 5. Calculo da SED para avaliagdo da exposi¢éo sistémica

CED — Enroduct i did) X C XDAP
= Eproduct (mg/kg pc/dia) 100~ 100

SED é a dose de exposicao sistémica.

Eproduct (mg/kg pc/dia) € a exposicao diaria estimada a um produto cosmético por kg
de peso corporal (pc), com base na quantidade aplicada e na frequéncia de aplicagao.
Foi considerado o valor de 269 mg/kg pc/dia (SCCS, 2018).

C (%) é a concentracdo de cada conservante, definida com base na concentragcédo
maxima de acordo com a ANVISA e o Regulamento da Comisséo Europeia (CE) n°
1223/2009, ou maxima habitual, para os ndo regulamentados.

DAp (%) é a exposi¢cdo dérmica, assumida como 50%, considerando o pior cenario
(SCCs, 2021).

A MoS foi calculada utilizando a seguinte equacdo para cada
ingrediente:

Equacéo 6. Calculo da MoS para avaliacdo da exposicéo sistémica

vros — NOAEL
%= TSED

MoS é a margem de seguranca.
NOAEL é o nivel sem efeitos adversos observaveis.

SED ¢é a dose de exposicao sistémica.

A caracterizagcdo do risco foi baseada na avaliacdo do perigo e da
exposicdo, considerando o valor da MoS, bem como outros parametros
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importantes, levando em conta o peso da evidéncia, como: concentracdo do
conservante, tipo de produto, frequéncia de uso, rota de exposi¢céo e populacao
alvo (criancas, mulheres gravidas ou usuarios de pele sensivel). Desta forma, o
avaliador de seguranca pondera o uso ou ndo de determinado ingrediente,

baseado nestes critérios.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

As substancias classificadas como conservantes (PP, MP, FE, CMI/MI,
DMDMH, IMU, SD, BA, BAC e SB) avaliadas neste trabalho, foram
selecionadas por estarem entre 0s conservantes mais utilizados nas ultimas
décadas (DEPA, 2015; STEINBERG, 2019; TAHAN et al., 2016). CG e EEG
ndo sdo classificadas como conservantes; contudo, estdo sendo utilizados
como boosters do sistema conservante e, em alguns casos, até como
conservantes principais de formulacdes cosméticas (HALLA et al., 2018;
HERMAN, 2019).

4.1. Avaliacao in vitro

4.1.1. Avaliacdo da citotoxicidade por meio das metodologias que utilizam os
corantes vitais MTT e NR.

Os valores de ICso e 1C30 obtidos em ambos 0s ensaios de citotoxicidade
e linhagens celulares estdo descritos nas Tabelas 3 a 6. Os resultados foram
expressos como a média de 3 ensaios independentes + desvio padréo (DP).

As curvas de viabilidade celular estdo representadas nas Figuras 5 e 6.

Os resultados foram expressos como média de 3 ensaios independentes + DP.
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Tabela 3. Valores percentuais de I1Cso (M/v) obtidos nos ensaios de citotoxicidade por

meio da metodologia com o corante MTT

Conservantes ICs0 % HaCat

ICs0 % HDFa

ICs0 % HepG2

PP *
MP 0,0330 +0,0020%"
FE 0,1636 +0,0102°
CMIMI 0,0005 +0,00001°"
DMDMH *

IMU *

SD 0,2313 +0,0236¢
BA 0,8427 +0,0399¢
BAC *

CG 0,0680 +0,0055"
SB 0,3329 +0,0116¢
EEG *

0,0194 +4,9E-052
0,0730 +0,0002°
0,1516 +0,0115%

0,0011 +0,0001¢

*

*

0,5041 +0,0220°
0,9534 +0,0248'
*

0,0744 +0,00419
0,5792 +0,0577"

*

0,0145 +0,00123
0,0315 +0,0093"'m
0,2494 +0,0126°"
0,0008 +0,00001¢

*

*

0,3952 £0,0790°"
~2,095 0,1183'

*

0,0668 £0,0035%™
0,5962 +0,0329"

*

Resultados expressos como média de trés experimentos independentes + desvio padrao.

*Inibiu mais de 50% da viabilidade celular na menor concentracdo testada. Letras iguais

indicam valores significativamente iguais (One-way ANOVA, pos teste Tukey, p < 0,05).

Letras diferentes indicam valores significativamente diferentes (One-way ANOVA, pos teste

Tukey, p < 0,05). PP: Propilparabeno; MP: Metilparabeno; FE: Fenoxietanol; CMI/MI:

Metilcloroisotiazolinona e metilisotiazolinona; DMDMH:

DMDM hidantoina; IMU:

Imidazolidinil ureia; SD: Dehidroacetato de sédio; BA: Alcool benzilico; BAC: Cloreto de

benzalconio; CG: Caprilil glicol; SB: Benzoato de sddio; EEG: Etilhexilglicerina. Fonte: A

autora.
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Tabela 4. Valores percentuais de I1Cso (M/v) obtidos nos ensaios de citotoxicidade por
meio da metodologia com o corante NR

Conservantes ICs0 % HaCat 1Cs50% HDFa ICs0 % HepG2
PP * 0,0158 +0,00062 0,0142 +0,00042
MP 0,0413 +0,00042° 0,0735 +0,0055P!m 0,0809 +0,0081
FE 0,2174 +0,0077° 0,2029 +0,0075¢ 0,2076 +0,0091°¢
CMI/MI 0,0004 +0,00001° 0,0003 +0,000019" 0,0005 +0,00001¢
DMDMH * * *

IMU * * *

SD 0,2820 +0,0225¢ 0,3358 +0,0144° 0,2701 +0,0159¢
BA 0,9334 +0,0316¢ ~2,46 +0,0622" ~2,099 +0,0315
BAC * * *

CG 0,0977 +0,0086 0,0759 +0,00549kmn 0,0732 +0,00079k
SB 0,3658 +0,0060¢ 0,6154 +0,0338" 0,5503 +0,0490"
EEG * * *

Resultados expressos como média de trés experimentos independentes + desvio padrao.
*Inibiu mais de 50% da viabilidade celular na menor concentracdo testada. Letras iguais
indicam valores significativamente iguais (One-way ANOVA, pos teste Tukey, p < 0,05).
Letras diferentes indicam valores significativamente diferentes (One-way ANOVA, pos teste
Tukey, p < 0,05). PP: Propilparabeno; MP: Metilparabeno; FE: Fenoxietanol; CMI/MI:
Metilcloroisotiazolinona e metilisotiazolinona; DMDMH: DMDM hidantoina; IMU:
Imidazolidinil ureia; SD: Dehidroacetato de sédio; BA: Alcool benzilico; BAC: Cloreto de
benzalconio; CG: Caprilil glicol; SB: Benzoato de sddio; EEG: Etilhexilglicerina. Fonte: A

autora.
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Tabela 5. Valores percentuais de 1C3, (M/v) obtidos nos ensaios de citotoxicidade por

meio da metodologia com o corante MTT

Conservante  1C30 % HaCat IC30 % HDFa IC30 % HepG2

PP * 0,0282 +0,00182 ~0,0324 +0,00572
MP ~0,0627 +0,0029%" 0,1505 +0,0039° ~0,1075 +0,0313PImn
FE ~0,2944 +0,0066° 0,2050 +0,0072¢k 0,3892 +0,0567¢°
CMI/MI 0,0006 +0,00001¢ 0,0012 +0,0001¢ 0,0010 +0,00014mp
DMDMH * * *

IMU * * *

SD 0,5622 +0,0436% 1,0963 +0,0498¢ 0,9044 +0,133

BA 1,3041 £0,0289¢ 1,4590 +0,0759f ~2,7954 +0,3022
BAC * * *

CG ~0,1168 +0,0054™M ~0,1068 +0,00359' ~0,0900 +0,00439knop
SB 0,5327 +0,0108¢ 0,7481 +0,0252" 0,8094 +0,0282"
EEG * * *

Resultados expressos como média de trés experimentos independentes + desvio padrao.

*Inibiu mais de 30% da viabilidade celular na menor concentragdo testada. Letras iguais

indicam valores significativamente iguais (One-way ANOVA, pos teste Tukey, p < 0,05).

Letras diferentes indicam valores significativamente diferentes (One-way ANOVA, pos teste

Tukey, p < 0,05). PP: Propilparabeno; MP: Metilparabeno; FE: Fenoxietanol; CMI/MI:

Metilcloroisotiazolinona e metilisotiazolinona; DMDMH:

DMDM hidantoina; IMU:

Imidazolidinil ureia; SD: Dehidroacetato de sédio; BA: Alcool benzilico; BAC: Cloreto de

benzalconio; CG: Caprilil glicol; SB: Benzoato de sddio; EEG: Etilhexilglicerina. Fonte: A

autora.
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Tabela 6. Valores percentuais de IC3p % (m/v) obtidos nos ensaios de citotoxicidade
por meio da metodologia com o corante NR

Conservante  1C30 % HaCat IC30% HDFa 1C30% HepG2

PP * ~0,0205 +0,0010% ~0,0176 +0,0002%
MP 0,0524 +0,00072 0,1262 +0,0054Pmno 0,1344 +0,0106P™mn°
FE 0,2992 +0,0167° 0,2649 +0,0056°MmP4 0,2535 +0,0122¢mpa
CMI/MI 0,0005 +0,00001¢  0,0004 +0,000071%nPr 0,0006 +0,000019ner
DMDMH * * *

IMU * * *

SD 0,5420 +0,0384 0,9186 +0,0196°° 0,6379 +£0,0328¢°¢
BA 1,2662 +0,0201° ~3,4591 +0,3790 ~3,0374 +0,3481'
BAC * * *

CG 0,1280 +0,0084 ~0,0969 +0,00369"°% ~0,0952 +0,00209/°a"
SB 0,5032 +0,01149" 0,9075 +0,0536" 0,8952 +0,0740Q"s
EEG * * *

Resultados expressos como média de trés experimentos independentes + desvio padrao.

*Inibiu mais de 30% da viabilidade celular na menor concentracdo testada. Letras iguais

indicam valores significativamente iguais (One-way ANOVA, pos teste Tukey, p < 0,05).

Letras diferentes indicam valores significativamente diferentes (One-way ANOVA, pos teste

Tukey, p < 0,05). PP: Propilparabeno; MP: Metilparabeno; FE: Fenoxietanol; CMI/MI:

Metilcloroisotiazolinona e metilisotiazolinona;

DMDMH:

DMDM hidantoina; IMU:

Imidazolidinil ureia; SD: Dehidroacetato de sédio; BA: Alcool benzilico; BAC: Cloreto de

benzalconio; CG: Caprilil glicol; SB: Benzoato de sddio; EEG: Etilhexilglicerina. Fonte: A

autora.
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Figura 5. Curvas de viabilidade celular (Metodologia com o corante MTT)
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Continuacgéo da Figura 5.
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Figura 6. Curvas de viabilidade celular (Metodologia com o corante NR)
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Continuacgéo da Figura 6.
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O principio dos 3Rs foi elaborado, ha mais de 60 anos, como um marco para a
pesquisa animal e, ainda assim, muitos destes principios sdo validos até hoje. As
espécies animais evoluiram para preencher nichos ambientais especificos e tém
origens genéticas, fisioldgicas e metabdlicas divergentes. Isso é ilustrado pela alta taxa
de falhas de candidatos a medicamentos durante os testes clinicos, devido a falta de
eficacia em humanos e a identificacdo de niveis de toxicidade inaceitaveis, nao
identificados anteriormente, em testes pré-clinicos, em animais; portanto, se mamiferos
ndo humanos sdo ruins para a previsao de toxicidade, com as células derivadas deles
nao se pode esperar que tenham um melhor desempenho (JENNINGS, 2015). Em
alguns ensaios de citotoxicidade, sédo utilizadas células derivadas de animais, como a
Balb/3T3 clone A31, um fibroblasto embrionario de camundongo; contudo, neste
trabalho foram utilizadas linhagens celulares humanas para melhor transposi¢cdo dos
resultados.

Através do levantamento bibliografico realizado, verificou-se que os dados
publicados para os conservantes selecionados sdo limitados. Muitos destes dados séo
antigos, datados de 1970 a 1990, com testes realizados em animais, e a literatura
disponivel mostra que poucos dados novos foram publicados para estas substancias
(DEPA, 2015). Estes argumentos reforcam a necessidade de se complementar e
aprimorar a avaliacdo da seguranca de conservantes disponiveis no mercado, por meio
de métodos alternativos ao uso de animais.

Os estudos de citotoxicidade sdo um passo inicial util para determinar o
potencial de toxicidade de substancias quimicas. Sua avaliacdo é essencial para o
desenvolvimento bem-sucedido de uma preparacdo farmacéutica ou cosmética
(MCGAW; ELGORASHI; ELOFF, 2014).

Em algumas situacdes, os resultados dos ensaios de citotoxicidade in vitro
podem nédo estar diretamente relacionados aos resultados obtidos in vivo; entretanto,
pode-se supor que, se dada substancia induz uma reacdo citotOxica em testes
envolvendo cultura de células, € provavel que ira demonstrar potencial citotoxico
quando aplicada em tecidos vivos (OSORIO et al., 1998); contudo, é indispensavel a
realizacdo de outros ensaios in vitro ou in silico para melhor avaliar desfechos como

corroséo e irritagdo da pele. Os resultados da avaliacdo da citotoxicidade in vitro sédo
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utilizados para determinar a toxicidade e para estimar os valores de IC3 e ICso ou
qualquer outro valor de inibicdo de substancias quimicas.

O corante MTT quando metabolizado pela succinato desidrogenase, presente
nas mitocondrias de células viaveis, transforma o MTT, de coloracdo amarela e soluvel
em agua, em um derivado azul de formazana insolivel no meio. A quantidade de
formazana produzida é proporcional ao niamero de células viaveis restantes em uma
cultura (MOSMANN, 1983; TRIGLIA et al., 1991).

Figura 7. Placa de 96 pogos utilizada na avaliacdo da citotoxicidade por meio da metodologia
com o corante MTT
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CN: controle negativo; CP: controle positivo; AM1: amostra 1; AM2: amostra 2; AM3: amostra 3.
Fonte: A autora.

O ensaio de captacdo de vermelho neutro é baseado na capacidade das células
viaveis incorporarem e ligarem o corante vital solivel em &gua. Este corante,
fracamente catidnico, penetra nas membranas celulares por difusdo passiva néo iénica
e concentra-se nos lisossomos, aos quais se liga, por ligacdes hidrofobicas
eletrostaticas, aos grupos anidnicos e/ou fosfato da matriz lisossémica. Substancias
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que danificam a superficie celular e as membranas lisossdmicas podem inibir a
incorporacao do corante. A quantidade do corante vermelho neutro absorvida por uma
cultura é, portanto, proporcional ao nimero de células viaveis (REPETTO; DEL PESO;
ZURITA, 2008; TRIGLIA et al., 1991).

Figura 8. Placa de 96 pocgos utilizada na avaliacdo da citotoxicidade dos conservantes por meio
da metodologia com o corante NR

CN: controle negativo; AM1: amostra 1; AM2: amostra 2; AM3: amostra 3. Fonte: A autora.

Os queratinécitos sdo um alvo biologicamente relevante para irritantes de pele,
pois sdo as primeiras células vivas que entram em contato, topicamente, com as
substéancias aplicadas. Além disso, as células HaCaT apresentam varias caracteristicas
morfoldgicas e funcionais tipicas dos queratindcitos epidérmicos normais, tornando-as
um bom modelo para testes de toxicidade cutdnea. Em ensaios realizados em cultura
de monocamada, com um painel de irritantes de pele e mensurando a reducdo do MTT
como desfecho de viabilidade, as células HaCaT exibiram uma classificacdo de
toxicidade muito semelhante a dos queratindcitos normais, indicando que estas células

podem ser boas candidatas para avaliar a irritacdo e toxicidade (TAOFIQ et al., 2019;
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VAN DE SANDT et al., 1999). As linhagens celulares HaCat e HDFa (Figura 9) foram
escolhidas por estarem presentes na epiderme e na derme humana, jA que o0s

cosmeéticos sao produtos de uso externo, aplicados topicamente sobre a pele.

Figura 9. Células HaCaT e HDFa

Fonte: A autora.

A célula HepG2 (Figura 10) € uma linhagem de carcinoma hepatocelular humano
metabolicamente competente e amplamente aplicada para simular a funcdo hepética
do organismo humano in vitro, mostrando atividade das enzimas das fases | e I,
incluindo as enzimas do citocromo P450, sendo utilizadas para avaliar os efeitos de
genotoxicidade e anti genotoxicidade de diferentes compostos. O uso das células
HepG2 para analisar matérias primas cosmeéticas pode parecer desnecessario, pois é
esperado que substancias ativas cosméticas ndo penetrem na pele; no entanto,
considerando a ampla aplicacdo de ensaios in vitro para testar a penetracdo cutanea
de produtos cosméticos, o uso dessa linhagem se torna recomendado (BAUMANN;
RICHARDS; GAULDIE, 1987; CHIARI et al.,, 2012; WILKENING; STAHL; BADER,
2003).

Antes da realizagcdo dos ensaios de citotoxicidade, foi realizado o teste de
exclusdo do corante azul de tripano, como descrito em Métodos no item 3.2.1.1. Este

ensaio foi utilizado para determinar o numero de células viaveis presentes na
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suspensao celular que, posteriormente, foi plaqueada. O ensaio se baseia no principio
de que as células vivas possuem membranas celulares intactas que excluem certos

corantes, como o azul de tripano, enquanto as células mortas, ndo (STROBER, 2015).

Figura 10. Célula HepG2

Fonte: A autora.

O ICso (Tabelas 3 e 4) foi calculado como um parametro para comparagdo com
outros trabalhos, pois este valor costuma ser mais encontrado na literatura. De acordo
com a ISO 10993-5, uma redugéo da viabilidade celular em mais de 30% € considerada
um efeito citotoxico (ISO, 2009). Por este motivo, foi realizado o célculo do ICzo
(Tabelas 5 e 6), que reflete a concentracédo capaz de inibir 30% da viabilidade celular,
sendo considerada n&o citotoxica.

Apenas o conservante BA apresentou o valor do IC3o maior que a concentragcéo
méaxima permitida (1%) em todas as condi¢des estudadas, ou seja, mesmo utilizando a
concentracdo maxima desse conservantes, a viabilidade celular se manteve igual ou

maior que 70%. SB apresentou o valor do IC3 maior que a concentragdo maxima
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apenas para a concentracdo maxima permitida para produtos ndao enxaguaveis (0,5%).
O conservante SD apresentou 0 IC3 menor que a concentracdo maxima apenas na
linhagem HaCaT, SD foi associado a dermatite de contato alérgica e danos celulares
em diversos trabalhos publicados (CHEN et al., 2019; FOTI et al., 2012, 2016; MILPIED
et al., 2011)

PP e MP foram mais citotoxicos na linhagem HaCaT. No caso do PP, nao foi
possivel calcular os valores de ICso e IC3 devido a acentuada citotoxicidade nesta
linhagem celular. Considerando todos os resultados, seria indicado utilizar PP e MP a
uma concentracdo de aproximadamente 0,02 e 0,1%, respectivamente. Resultados
citotoxicos também foram observados em um trabalho que avaliou a toxicidade de MP
em fibroblastos derivados da derme humana. Na concentracdo mais baixa (0,01%), ndo
houve alteragdo significativa na viabilidade celular, mas em concentragbes mais altas
0,03% e 0,05%, ocorreu um decréscimo na viabilidade celular de 40 e 60%,
respectivamente (MAJEWSKA et al., 2017).

FE, CMI/MI e CG apresentaram valores de IC3 menores que a concentragao
méaxima, o que implica em concentracfes de uso nas quais a viabilidade celular fica
abaixo de 70%. Em um estudo realizado com FE e CMI/MI, em linhagem celular de
leucemia humana (HL60), foi demostrado que, na menor concentracdo analisada
(0,01% para FE e 0,001% para CMI/MI), a viabilidade celular se manteve acima de
70%. Nas maiores concentracdes (0,5 e 1% para FE e 0,01% para CMI/MI), a
viabilidade celular ficou abaixo de 30% (ANSELMI et al., 2002).

DMDMH, IMU, BAC e EEG apresentaram valores de viabilidade celular baixos,
inviabilizando os calculos de ICso e ICs0; contudo, foram considerados citotoxicos nas
concentracdes analisadas.

Devido & agdo antimicrobiana, € esperado que 0s conservantes apresentem
toxicidade a células em cultura. Estudos demonstraram que substancias utilizadas
como conservantes sao citotéxicas e induzem apoptose celular (ANSELMI et al., 2002;
CARVALHO et al., 2012; MAJEWSKA et al., 2017); entretanto, € importante ressaltar
gue estas substancias costumam ser utilizadas em baixas concentragdes nos produtos

cosmeéticos e, portanto, esta condi¢éo deve ser considerada na avaliagédo do risco.
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4.1.2. Avaliacdo de dano ocular (Short Time Exposure — STE)

99

Os resultados foram expressos como a meédia de trés ensaios independentes

para as duas concentracoes utilizadas no ensaio (5% e 0,05%) + DP na Tabela 7.

Os unicos conservantes que ndo foram solliveis no soro fisiologico foram o

propilparabeno e o metilparabeno, sendo que, para estes conservantes, foi utilizado o

6leo mineral, como solvente.

Apenas 2 dos 12 conservantes avaliados neste trabalho n&o puderam ser

classificados através da metodologia STE, caprilil glicol e etilhexilglicerina, que

apresentaram uma viabilidade celular abaixo de 70% na concentracdo de 5% e acima

de 70% na concentracdo de 0,05%. Dos demais conservantes, 4 foram classificados

como categoria 1 e os 6 restantes como nao categoria.

Tabela 7. Classificacdo dos conservantes pela metodologia STE

% Viabilidade celular + DP

5%

0,05%

Conservante

UN GHS Classificagdo

80,10 +2,86%
75,79 £3,97%
31,49 +2,14%
24,14 +2,94%

85,33 £3,81
92,35 £1,54
77,07 £4,60%
53,21 +2,76%
20,70 £2,46%
62,30 £3,30%

80,69 +2,63%
56,8 +3,70%

90,96 +2,46%
77,80 £3,99%
48,23 +3,23%
36,26 +4,64%

91,25 £3,56
95,96 3,25
88,51 +2,92%
65,96 £3,18%
29,13 £3,61%
88,88 +2,77%

91,78 +4,63%
77,15 +£2,13

Propilparabeno
Metilparabeno

Fenoxietanol

Metilcloroisotiazolinona e
metilisotiazolinona
DMDM hidantoina
Imidazolidinil ureia

Dehidroacetato de soédio

Alcool benzilico

Cloreto de benzalconio

Caprilil glicol

Benzoato de sédio

Etilhexilglicerina

N&o categoria
N&o categoria
Categoria 1
Categoria 1

N&o categoria

N&o categoria

N&o categoria

Categoria 1

Categoria 1

Nenhuma predicdo pode
ser realizada

N&o categoria

Nenhuma predicdo pode

ser realizada

DP: Desvio padrédo; UN GHS: United Nations - Globally Harmonized System of Classification
and Labeling of Chemicals. Fonte: A autora.
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A avaliacao do potencial de irritacdo ocular € uma etapa necessaria na avaliacao
da seguranca de produtos industriais e de consumo e, portanto, faz parte dos requisitos
regulamentares internacionais para o teste de produtos quimicos (ADRIAENS et al.,
2018). O ensaio STE pode ser usado em certas circunstancias e com limitagbes
especificas para classificacdo de perigo para os olhos e rotulagem de produtos
guimicos, como descrito na OECD TG 491 (OECD, 2018e). A metodologia foi adotada
pela OCDE para identificar, sem mais testes: (i) produtos quimicos que induzem sérios
danos aos olhos, de acordo com o GHS (UN GHS Categoria 1) e (ii) produtos quimicos
gue nao requerem classificacdo para lesGes oculares graves/irritacdo ocular (UN GHS
N&o Categoria). O ensaio STE utiliza a linhagem celular SIRC (Figura 11), um
fibroblasto isolado da cornea de um coelho em 1957 e, deste modo, o ensaio se
correlaciona com o teste de Draize (OECD, 2018e).

Para as matérias primas nao diluidas testadas in vivo no teste Draize, existe
uma correlagdo com a concentracdo de 5% do teste in vitro STE (precisédo: 89,6%).
Para os materiais testados como uma solugcdo de 10% no teste de Draize, a
concentracéo testada no STE de 0,05% corresponde a esses resultados (preciséo:
80,0%) (TAKAHASHI et al., 2008).

Vérios estudos de irritacdo ocular realizados em coelhos foram conduzidos com
produtos contendo metilparabeno (MP), etilparabeno, propilparabeno (PP) e/ou
butilparabeno em concentracdes de 0,1% a 0,8%. A maioria dos produtos ndo produziu
sinais de irritacdo nos olhos, enquanto outros produtos produziram irritacdo ocular leve
ou minima. PP é classificado como néo irritante aos olhos e o MP como ligeiramente
irritante. MP produziu uma leve irritacdo transitéria, com uma pontuacao de irritacdo
ocular de 1/110 no dia 1, quando aplicado nos olhos de coelhos (CIR, 2008a). PP e MP
foram classificados como UN GHS Nao Cat. e a viabilidade celular ficou acima de 70%,
nas duas concentracdes analisadas.

FE é classificado como irritante ocular (UN GHS Categoria 2A) por meio de
metodologias in vivo (ANDERSEN, F. A., 2011; SCCS, 2016a). Ensaio in vitro de
irritacdo ocular realizado em ovo embrionado de galinha (HET-CAM; Hen's egg-
chorioallantoic membrane), classificou FE como irritante ocular severo (CORREA et al.,
no prelo). Essa caracteristica se manteve no ensaio STE, no qual FE foi classificado
como UN GHS Cat. 1.
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Figura 11. Célula SIRC
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Fonte: Foto da autora.

As izotiazolinonas, CMI/MI em uma proporcdo de 3:1, sao irritantes e/ou
corrosivas em altas concentracdes. Em teste de irritagdo ocular, realizado in vivo, a
uma concentragdo de 1,5%, CMI/MI foi classificada como corrosiva (CIR, 2008a;
SCCS, 2009). Em ensaio in vitro, realizado por meio do ensaio HET-CAM, CMI/MI foi
classificada como irritante ocular severo (CORREA et al., no prelo). Neste trabalho,
CMI/MI foi classificada por meio do ensaio STE como substancia quimica que induz
sérios danos aos olhos (UN GHS Cat. 1).

Os conservantes DMDMH e IMU foram classificados como UN GHS N&o Cat.
por meio do ensaio STE. Ensaios realizados in vivo, para ambos 0s conservantes,
corroboraram com esse resultado. DMDMH foi classificada como minimamente irritante
ou néo irritante ocular e IMU, a uma concentracdo de 5%, foi classificada como néo
toxica aos olhos (BERKE; ROSEN, 1970; CIR, 1988).

SD é utilizado em uma ampla variedade de produtos, incluindo os para banho,

os para cuidados com a pele, para bronzeador, em fragrancias e preparagfes para o
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cabelo, além de maquiagem para olhos e rosto. Ensaios in vivo classificaram SD como
minimamente irritante, de acordo com a classificacdo de Draize; contudo, a Cosmetic
Ingredient Review (CIR) concluiu que novos testes deveriam ser conduzidos (CIR,
1985). SD foi classificado como UN GHS Néao Cat. neste trabalho, sendo seguro para
uso em produtos que possam entrar em contato com olhos, nas concentragcfes
permitidas (ANVISA, 2021; EUROPEAN UNION, 2009).

A toxicidade ocular de BA foi avaliada in vivo em 9 coelhos, em varias
concentragcbes (0,0073%, 0,022%, 0,073%, 0,222% e 0,733%). Nas menores
concentracdes testadas (0,0073% e 0,022%), nenhuma alteracdo patologica notavel foi
identificada; no entanto, foi observada toxicidade ocular nas concentracdes restantes,
sendo que alteracdes na retina externa incluiram perda e encurtamento de segmentos
externos e receptores (MORRISON et al., 2006). E, ainda, de acordo com o relatério de
avaliacao inicial da OECD SIDS sobre benzoatos, o alcool benzilico (4% em solucdo
aguosa) é irritante para os olhos de coelhos (JOHNSON et al., 2017). Neste trabalho,
BA foi classificado como UN GHS Cat. 1, categoria de produtos quimicos que induzem
sérios danos aos olhos.

BAC é classificado como UN GHS Cat. 1 pelas metodologias in vivo (CIR, 1989),
e inclusive é uma das substancias da lista de proficiéncia do ensaio STE. No ensaio de
irritacdo ocular realizado, BAC também foi classificado como categoria 1. O BAC vem
sendo utilizado, atualmente, para substituir o etanol em produtos antissépticos, devido
a pandemia da COVID-19, conferindo ao produto um apelo “livre de alcool” (JING et al.,
2020).

Nos ultimos anos, tem aumentado o uso de ingredientes multifuncionais com
atividade antimicrobiana e o apelo de marketing “nonpreservative”’, para
etilhexilglicerina (EEG), os 1,2 didis, pentileno glicol, 1,2-hexanediol e o caprilil glicol
(CG). CG é o0 mais popular, e costuma nao ser vendido como substancia pura, mas sim
em blends dissolvido em outros produtos quimicos, como fenoxietanol, alcool benzilico
ou EEG (STEINBERG, 2019). O potencial de irritacdo ocular de CG foi avaliado pelo
ensaio in vitro HET-CAM, em concentracbes de 1 e 3% em O6leo neutro, sendo
classificado como néo irritante; entretanto, outro estudo com essa mesma metodologia,
avaliou uma mistura de CG com 1,2-hexanediol (50:50, m/m), sendo a mistura

classificada como um irritante ocular grave, em uma concentracéo de teste de 1%, em
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solucéo aquosa (concentracao efetiva por ingrediente = 0,5%) (JOHNSON et al., 2012).
Ensaios realizados in vivo para avaliar o potencial de irritacdo ocular da EEG
demostraram graves danos aos olhos dos coelhos, quando aplicada nao diluida e
levemente irritante quando aplicada em solucdo aquosa a 5% (JOHNSON et al., 2013).

No ensaio de irritacdo ocular, realizado in vitro (STE) EEG e CG apresentaram a
viabilidade celular < 70% na concentracéo de 5% e > 70% na concentracdo de 0,05%.
Deste modo, ndo foi possivel realizar uma predi¢do, ficando fora do dominio de
aplicabilidade da metodologia; contudo, é possivel notar uma correlagao do resultado in
vitro com os dados in vivo para a EEG que, quando aplicada em uma solu¢édo aquosa a
5%, nos olhos dos coelhos, ela também foi classificada como levemente irritante
(JOHNSON et al., 2013) e, nesta mesma concentracdao, no ensaio STE, a viabilidade
celular ficou abaixo de 70%. CG e EEG séo considerados ingredientes multifuncionais,
por possuirem outras propriedades além da antimicrobiana, como acdo hidratante,
umectante, emoliente, surfactante e moduladores da viscosidade. O atributo da
multifuncionalidade € visto com bons olhos pela industria cosmética, pois as
formulagcbes podem ser otimizadas e se tornarem minimalistas; ou seja, com menos
ingredientes. O minimalismo é uma das tendéncias mais contundentes entre o0s
consumidores, predominantemente entre os formadores de opinido com idade de 20 a
29 anos (MENDONCA, 2019). EEG na concentragéo de 1% costuma ser utilizada como
booster de outros conservantes, enquanto uma formulagcédo contendo 1,5% de EEG e
0,5% de CG é considerada um cosmeético auto-preservante, conferindo o claim “livre de
conservantes” (HERMAN, 2019).

Em um estudo realizado por Adriaens et al. (2018), foram avaliadas 80
substancias quimicas, dentre elas o SB que, assim como neste trabalho, foi
classificado como UN GHS Nao Cat. No entanto, um ensaio in vivo com aplicacdo de
60 mg de SB em pd, no saco conjuntival de trés coelhos, classificou-o como
ligeiramente irritante para os olhos do coelho, sem efeitos na cérnea ou iris, mas o
suficiente para justificar a classificacdo na Categoria 2 (efeitos oculares reversiveis).
Outro estudo que aplicou 50 mg de SB em po, no saco conjuntival de coelhos (numero
de animais ndo especificado) classificou SB como nao irritante aos olhos (SCCP,
2005).
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O teste Draize (OECD TG 405) realizado em coelhos, além de ser cruel, possui
muitas limitacbes, como a dificuldade e subjetividade em interpretar os resultados.
Metodologias in vitro, nas quais é possivel mensurar os resultados, quantitativamente,
oferecem maior seguranca para fins de avaliacdo de perigos a saude humana; porém,
existe a dificuldade em se prever a categoria intermediaria de irritacdo ocular (UN GHS
Cat. 2A e 2B), por meio das atuais metodologias in vitro, mas esta limitacdo ndo tem
impedido a industria cosmética de avaliar este desfecho. Existem diferentes estratégias
de testes que podem ser utilizadas englobando as metodologias in vitro e in silico, de

acordo com a substancia em analise (OECD, 2019e).

4.2. Avaliacéo in silico

Os resultados das predic@es in silico estdo disponiveis nas Tabelas 8 a 12.

Com a proibicdo dos testes em animais para fins cosméticos na Unido Europeia
(EUROPEAN UNION, 2009), por diferentes razbes (éticas, sociais, cientificas e
econdbmicas), os 3Rs foram reduzidos para apenas 1R, ou seja, replacement
(substituicdo). Consequentemente, a pressdo por metodologias animal-free aumentou,
consideravelmente, para a avaliacdo da seguranca de cosméticos. Em consonéancia
com essas medidas, o0 SCCS leva em consideragao para a avaliacdo da seguranca das
substancias dos Anexos do Regulamento (CE) No. 1223/2009 (tinturas/corantes
capilares, conservantes e filtros UV), todas as informacdes toxicoldgicas disponiveis,
consistindo em dados in chemico (dados fisico-quimicos) e in silico (computacional),
incluindo os modelos QSAR, read-across, agrupamento, PBPK e PBTK. Estes ensaios,
no entanto, precisam ser combinados em uma abordagem de peso de evidéncia com
resultados obtidos por meio de testes in vitro/ex vivo e quaisquer dados de animais
existentes, obtidos antes dos prazos legislativos e, sempre que disponiveis, com
informagdes geradas em estudos humanos, por meio de ensaios clinicos e
biomonitoramento (ROGIERS et al., 2020).

Os modelos in silico estdo mudando rapidamente de um conjunto de ferramentas
separadas para uma arquitetura complexa, no qual diferentes médulos de software sé@o
integrados. Isso segue o esforco para se posicionar prOXimos aos requisitos

regulamentares e industriais, que se referem a seguranca de substancias quimica
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(ROGIERS et al., 2020). A plataforma VEGA (Figura 12), utilizada neste trabalho, foi
desenvolvida para integrar modelos in silico QSAR e read-across, promovendo mais
confiabilidade aos resultados, por meio da integracdo de varios dados disponiveis. A
ferramenta, ainda, fornece uma medida do indice do dominio de aplicabilidade (ADI) e
usa esse peso para integrar os resultados de diferentes modelos utilizados na predi¢cao
(BENFENATI et al., 2019).

Figura 12. Layout do software VEGA HUB

|£:] VEGA in silico platform - version 1.1.5

— " Insert chemicals

i}

Py Insert SMILES: Import File

mse;{; CCCOC(=0)C1=CC=C(C=C1)0| | o J ¥

Delete All Delete

Fonte: VEGA versao 1.1.5

O QSAR toolbox (Figura 13) oferece suporte para avaliagdo de perigo de
substancias quimicas, de forma reproduzivel e transparente. Oferece funcionalidades
para recuperar dados experimentais, simular o metabolismo e criar perfis de
propriedades de substancias quimicas. Estas informacfes e ferramentas podem ser
usadas para encontrar analogos estruturais e mecanisticamente definidos, além de

categorias quimicas que podem ser fontes para leitura transversal e andlise de
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tendéncia (trend analysis) para preenchimento de lacunas de dados (data gap filling). E
possivel, também, realizar analise preditiva QSAR e read-across. O QSAR é um
modelo matematico que relaciona um ou mais parametros quantitativos, que s&o
derivados da estrutura quimica, a uma medida quantitativa de uma propriedade ou
atividade. Os modelos QSAR sao desenvolvidos com base em varias abordagens
estatisticas, incluindo, mas néo se limitando a: analise de regressdo, métodos de
classificacdo, maquina de vetores de suporte e redes neurais artificiais (ECHA, 2016).
O read-across constitui outra estratégia para derivar pontos de referéncia ou pontos de
partida para a caracterizacdo de perigos de produtos quimicos nado testados, a partir
dos dados experimentais disponiveis para compostos estruturalmente semelhantes
(BENFENATI et al., 2019)

Figura 13. Layout do software OECD QSAR toolbox

E m o=
QSAR TOOLBOX 10100

Data Gap Filling » Report

Document i Search Target Endpoint

B & X2 @@ - Hm ¢ ©
New Open  Close s

Save CAS#  Na ion o8 ist Substructure (SMARTS)  Query Define eloped by LMC, Bulgaria

Documents

1
d: 0:P: 0] Search chemical

(] Structure info.
r— Additional lds EC Number:2023077

r— CAS Number 94-13-3

r— CAS-SMILES relation High

4-hydroxybenzoic acid propyl ester

C10H1203
Mono constituent
CCCOC(=0)cTeec(Clec

Chemical Reactivity COLIPA
Canada DSL

Fonte: OECD QSAR toolbox 4.4

Com o avanco da tecnologia, os modelos disponiveis vao sendo aprimorados e
se tornando mais especificos, como € o caso do PRED-SKIN, desenvolvido
exclusivamente para avaliar a sensibilizacéo da pele (Figura 14). O PRED-SKIN propde
uma abordagem abrangente, que integra varios modelos QSAR desenvolvidos com
dados in chemico (DPRA), in vitro (KeratinoSens e h-CLAT), in vivo (LLNA) e humanos
(Human Repeated Insult Patch Test [HRIPT] e Human Maximization Test [HMT]) e, por
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fim, o modelo Bayesiano que integra previsdes de todos 0S outros ensaios para uma

avaliacao de risco qualitativa integrativa (QRA) de sensibilizacdo da pele com base no

peso da evidéncia (WoE) (ALVES et al., 2018).
Figura 14. Exemplo de andlise realizada no PRED-SKIN

oolin ™. ourcone)-
& 8 &

Covalent Keratinocyte Dendritic cells Proliferation of Inflammation The Bayesian model is
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auto-oxidation cavalent madification . complex ZETEEITE risk assessment (QRA)
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evidence (WaE).
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Low (-) confidence prediction for the Bayesian model means two or more individual predictions are in disagreement with Bayesian Outcome.

Fonte: Predskin.

A avaliacdo da irritacdo cutanea in silico (Tabela 8) foi realizada com o propdésito

de agregar, maior peso de evidéncia, aos resultados de citotoxicidade obtidos nas

analises in vitro. Somente com os resultados obtidos com 0s ensaios com cultura de

células, em monocamada, seria possivel realizar uma superestimacdo do resultado;

entretanto, para os conservantes CMI e IMU, nenhuma predicdo pode ser realizada,

pois o modelo ficou fora do DA do método. MP e FE apresentaram resultados

diferentes nas plataformas utilizadas; no entanto, levando em conta que o indice de

confianca do IrriTest foi de 84% e 98% respectivamente. Além disso, ao se pensar no

pior cenario de exposicdo, como populacdes sensiveis e criancas, a opcao foi por

considerar o MP e o FE como irritantes baseando-se na andlise in silico realizada.

A sensibilizagcdo da pele € um passo fundamental na complexa reacdo

inflamatoéria da pele imunomediada, chamada dermatite de contato alérgica (DCA)
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(BRAGA et al., 2017). A DCA é uma reacao de hipersensibilidade retardada induzida
pelo contato repetido com sensibilizantes e, aproximadamente, 20% da populacdo
humana, em geral, sofre com esse efeito adverso (ALVES et al., 2018). As matérias
primas que mais frequentemente causam reacfes alérgicas sdo as composi¢cles
aromaticas (fragrancias), metais e conservantes. A capacidade de uma substancia
guimica agir como sensibilizante € um dos ensaios realizados com mais frequéncia em
animais (VUKMANOVIC; SADRIEH, 2017). O ensaio de linfonodo local murino (LLNA)
€ considerado o teste in vivo preferido para avaliar a poténcia dos produtos quimicos
em causar a sensibilizacdo da pele (BRAGA et al., 2017); contudo, com a proibicdo dos
testes em animais, € necessario avaliar o desfecho de sensibilizacdo da pele por meio
de metodologias alternativas sempre que possivel. O teste do LLNA in vivo s6 costuma
ser realizado como um Uultimo recurso, quando 0S ensaios in vitro e in chemico
descritos na via de desfecho adverso (OECD, 2019b) ndo sédo suficientes para chegar a
uma conclusdo. Apesar de grandes progressos no desenvolvimento de metodologias
alternativas para avaliar o potencial de sensibilizacdo da pele por substancias
quimicas, ndo ha nenhum teste in vitro que se correlacione totalmente com os dados
humanos (BRAGA et al., 2017), sendo necessario o uso de outras ferramentas como
0os modelos preditivos computacionais. Dentre os 13 conservantes avaliados neste
trabalho, 10 foram classificados como positivo, neste desfecho, em todas ou em
alguma plataforma in silico utilizada (Tabela 8). Dentre os conservantes classificados
como sensibilizantes, estdo as izotiazolinonas (CMI e MI), que foram avaliadas,
separadamente, nas predicdes in silico. CMI e MI sédo classificadas como
sensibilizantes, de acordo o regulamento europeu e, por esse motivo, s6 sdo permitidas
em produtos enxaguaveis (EUROPEAN UNION, 2009; SCCS, 2009, 2015). Elas,
também, foram as Unicas classificadas como fototoxicas, por meio da anélise no OECD
QSAR (Tabela 8). Devido a caracteristica sensibilizante desses conservantes, eles vém
sendo utilizados somente em produtos enxaguaveis, diminuindo, consideravelmente, a

exposicéo e, consequentemente, o risco de toxicidade.
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Tabela 8. Resultados das predicdes in silico para os desfechos de irritagcdo da pele, sensibilizacdo da pele e fototoxicidade
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Irritagdo da pele

Sensibiliza¢céo da pele

Fototoxicidade

OECD QSAR IrriTest OECD QSAR VEGA PRED-SKIN OECD QSAR
PP Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo Negativo
MP Negativo Positivo Positivo Negativo Positivo Negativo
FE Negativo Positivo Negativo Negativo Positivo Negativo
CMI FD FD FD Positivo Positivo Positivo
Mi FD Positivo FD Positivo Positivo Positivo
DMDMH FD Negativo FD Positivo Positivo Negativo
IMU FD FD Positivo FD Positivo Negativo
SD Negativo FD FD Positivo Positivo Negativo
BA FD Negativo Positivo Positivo Positivo Negativo
BAC Positivo Positivo FD FD Negativo Negativo
CG Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
SB Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo Negativo
EEG FD Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

PP: Propilparabeno; MP: Metilparabeno; FE: Fenoxietanol; CMI: Metilcloroisotiazolinona; MI: Metilisotiazolinona; DMDMH: DMDM hidantoina; IMU:

Imidazolidinil ureia; SD: Dehidroacetato de sodio; BA: Alcool benzilico; BAC: Cloreto de benzalconio; CG: Caprilil glicol; SB: Benzoato de sédio;
FD:

EEG:

Etilhexilglicerina;

Fora

do

dominio.

Fonte:

A

autora.
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Foram realizadas as predicdes in silico do desfecho de irritagdo ocular
somente para 0s conservantes que ndo foram classificados pelo ensaio STE; ou
seja, CG e EEG. O software OECD QSAR contém dois perfis relevantes para
avaliacdo de danos oculares graves/irritagdo ocular, de acordo com as regras do
BfR. O modelo é baseado no uso combinado de duas abordagens preditivas: i)
regras de exclusdo fisico-quimica, para identificar produtos quimicos que,
provavelmente, ndo causam irritacdo ocular/potencial de lesdo ocular grave; e ii)
regras de incluséo estrutural (Structure-Activity-Relationships - SARs) para identificar
produtos quimicos com potencial de causar dano ocular grave e/ou irritacdo ocular.
O modelo iS-Ocular € uma ferramenta computacional para predicdo de irritacao
ocular desenvolvida pela Altox, utilizando conhecimentos derivados de uma
combinacdo de mecanismos por meio de alertas de ligacdo de proteinas e analise
de moléculas, que podem atender as regras do BfR, tanto para as regras de
exclusao fisico-quimica, quanto para as regras de inclusdo baseadas em estrutura,
além de dados experimentais relacionados a irritacdo e corrosdo ocular,
rigorosamente curados. O resultado da analise € fornecido em uma tabela resumida
com todas as previsdes individuais, o dominio de aplicabilidade e dados relevantes
para cada desfecho/método. CG foi classificado como “Nao irritante” em ambos os
modelos do OECD QSAR e Positivo (Cat. 2), ou seja, irritante pelo iS Ocular (Tabela
9). Com esses resultados conflitantes, o indicado seria seguir com uma abordagem
Bottom-up, por meio de metodologia in vitro, para avaliar melhor o baixo potencial de
irritacdo ocular sugerido pelo OECD QSAR; contudo, ensaios realizados in vivo
demostraram que CG né&o seria irritante ocular (JOHNSON et al.,, 2012). EEG foi

classificada como irritante ocular (Tabela 9).

Tabela 9. Resultados das predic¢des in silico para o desfecho de irritagdo ocular

OECD QSAR toolbox iS Ocular
Regras de inclusdo (BfR) Regras de exclusédo (BfR)
CG N&o irritante N&o irritante Positivo (Cat. 2)
EEG FD Irritante Positivo (Cat. 1)

CG: Caprilil glicol; EEG: Etilhexilglicerina; FD: Fora do dominio. BfR: German Federal

Institute for Risk Assessment; Cat. 1: Categoria 1; Cat. 2: Categoria 2. Fonte: A autora.
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Tabela 10. Resultados das predic¢des in silico para o desfecho de toxicidade oral aguda

Conservantes Toxicidade oral aguda (LDsp)?
OECD QSAR

PP 2.700 mg/kg pc/d
MP 2.400 mg/kg pc/d
FE 1.800 mg/kg pc/d
CMI 510 mg/kg pc/d
Ml 390 mg/kg pc/d
DMDMH 1700 mg/kg pc/d
IMU 2.600 mg/kg pc/d
SD 1.600 mg/kg pc/d
BA 1.000 mg/kg pc/d
BAC 830 mg/kg pc/d
CG 5.900 mg/kg pc/d
SB 2.200 mg/kg pc/d
EEG 7.000 mg/kg pc/d

3. Dso (roedores); PP: Propilparabeno; MP: Metilparabeno; FE: Fenoxietanol; CMI:
Metilcloroisotiazolinona; MI: Metilisotiazolinona; DMDMH: DMDM hidantoina; IMU:
Imidazolidinil ureia; SD: Dehidroacetato de sodio; BA: Alcool benzilico; BAC: Cloreto de
benzalconio; CG: Caprilil glicol; SB: Benzoato de sédio; EEG: Etilhexilglicerina. Fonte: A

autora.

O termo toxicidade aguda refere-se aqueles efeitos adversos que ocorrem
apos a administracao oral ou dérmica de uma Unica dose de uma substancia, ou
multiplas doses, administradas em 24 horas, ou uma exposic¢ao, por inalacéo, de 4
horas. Devido a proibicdo dos testes em animais para ingredientes cosméticos, 0s
dados sobre toxicidade aguda ndo sdo obrigatérios para avaliar a seguranca de
ingredientes cosméticos, para uso pelo consumidor. Uma abordagem de peso de
evidéncia pode ser suficiente - como conclusdes justificadas de agrupamento
quimico/read-across, (Q)SAR, estudos in vitro ou, quando acessivel, resultados de
estudos de toxicidade de dose repetida (SCCS, 2021). Dos 13 conservantes
avaliados, 7 apresentaram valores de LDso < 2000 mg/kg pc/d, sendo enquadrados
como Categoria 4, de acordo com o GHS (LDso > 300 - < 2000 mg/kg pc/d). Estas

substancias podem ser perigosas se ingeridas (Tabela 10). Existem 5 categorias de
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toxicidade aguda no GHS, sendo a Categoria 1, a que apresenta maior risco de

toxicidade e a Categoria 5, a que representa o menor risco (GHS, 2019b).

Tabela 11. Resultados das predicdes in silico para o desfecho de atividade endécrina

Atividade enddcrina

Conservantes OECD QSAR VEGA
PP Positivo Positivo
MP Fora do dominio Negativo
FE Negativo Negativo
CMI Fora do dominio Negativo
MI Fora do dominio Negativo
DMDMH Negativo Negativo
IMU Negativo Negativo
SD Negativo Negativo
BA Negativo Negativo
BAC Negativo Fora do dominio
CG Negativo Negativo
SB Negativo Negativo
EEG Negativo Negativo

PP: Propilparabeno; MP: Metilparabeno; FE: Fenoxietanol; CMI: Metilcloroisotiazolinona; Ml:
Metilisotiazolinona; DMDMH: DMDM hidantoina; IMU: Imidazolidinil ureia; SD:
Dehidroacetato de sodio; BA: Alcool benzilico; BAC: Cloreto de benzalconio; CG: Caprilil
glicol; SB: Benzoato de sédio; EEG: Etilhexilglicerina; FD: Fora do dominio. Fonte: A autora.

No desfecho de atividade endocrina (Tabela 11), PP foi o Unico conservante
classificado como positivo. Estudos in vivo demostram que PP produziu uma
resposta estrogénica no ensaio uterotréfico usando camundongos; porém, esta
poténcia foi de 1.612 a 20.000 vezes menor quando comparado ao estradiol natural
(CIR, 2008a). Alguns dos efeitos endocrinos observados em modelos animais nao
encontraram confirmacgé&o em estudos humanos (NOWAK et al., 2018).
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Tabela 12. Resultados das predicdes in silico para os desfechos de carcinogenicidade, mutagenicidade e genotoxicidade

Carcinogenicidade Mutagenicidade Genotoxicidade

OECD QSAR VEGA OECD QSAR VEGA OECD QSAR VEGA
PP Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
MP Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
FE Negativo FD Negativo Negativo FD Negativo
CMI FD FD Positivo Positivo Negativo FD
MI FD FD FD Negativo Negativo FD
DMDMH FD Negativo Negativo Positivo FD Negativo
IMU FD Negativo Negativo FD FD Negativo
SD Negativo Negativo Negativo FD Negativo Positivo
BA Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
BAC Negativo FD Negativo Negativo Negativo Negativo
CG Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
SB Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
EEG Negativo Negativo Negativo Negativo FD Negativo

PP: Propilparabeno; MP: Metilparabeno; FE: Fenoxietanol; CMI: Metilcloroisotiazolinona; MI: Metilisotiazolinona; DMDMH: DMDM hidantoina; IMU:
Imidazolidinil ureia; SD: Dehidroacetato de sodio; BA: Alcool benzilico; BAC: Cloreto de benzalconio; CG: Caprilil glicol; SB: Benzoato de sédio;

EEG: Etilhexilglicerina; FD: Fora do dominio. Fonte: A autora.
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No desfecho de carcinogenicidade (Tabela 12), os resultados de CMI e
MI ficaram foram do dominio de aplicabilidade, em ambos os softwares
utilizados, ndo sendo possivel obter um resultado; no entanto, CMI foi
classificada como mutagénica. Substancias que possuem potencial genotéxico
podem, também, apresentar potencial carcinogénico (SCCS, 2018). Para
avaliar melhor esse desfecho, seria recomendada a realizacdo de ensaios
complementares; contudo, para a avaliacdo da carcinogenicidade, ndo existe
alternativa de substituicdo validada disponivel. Atualmente, os pesquisadores
tém se esforcado para desenvolver modelos in vitro e in silico para avaliagdo
deste desfecho (ROGIERS et al., 2020). Somente 2 conservantes, DMDMH e
SD, apresentaram resultados conflitantes, nas analises dos desfechos de
mutagenicidade e genotoxicidade (Tabela 12), respectivamente, nos softwares

utilizados (OECD QSAR e VEGA).
4.3. Avaliacao do perigo

A identificacdo do perigo €, além da avaliacdo de dose-resposta e da
exposicdo, um dos trés pilares da avaliacdo da seguranca dos ingredientes
cosméticos que, tradicionalmente, eram realizados em animais de

experimentacéo, antes da proibicao destes ensaios (ROGIERS et al., 2020).
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Tabela 13. Avaliagc&o de perigo
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Exposigéao local

Exposicdo sistémica

Conservantes Sensibilizacdo Irritacdo Irritagdo Fototoxicidade Toxicidade Carcinogenicidade Mutagenicidade Genotoxicidade Atividade
da pele dapele* ocular oral aguda endécrina
Propilparabeno B A B B B B B A
Metilparabeno A A B B B B B B
Fenoxietanol A A A B A B B B
Metilcloroisotiazolinona A AP AP A A FD A B B
Metilisotiazolinona A AP AP A A FD B B B
DMDM hidantoina A A B B A B B B B
Imidazolidinil ureia A A B B B B B B B
Dehidroacetato de sddio A B B B A B B A B
Alcool benzilico A B A B A B B B B
Cloreto de benzalconio B A A B A B B B B
Caprilil glicol B A B B B B B B B
Benzoato de sédio B B B B B B B B B
Etilhexilglicerina B A A B B B B B B

A: Alto; B: Baixo; 2Considerando o ensaio de citotoxicidade nas linhagens HaCaT e HDFa (ICz); FD: Fora do dominio; PO ensaio foi realizado

com a mistura de CMI/MI. Fonte: A autora.
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A sensibilizacdo da pele € um desfecho importante na avaliacdo da
seguranca de ingredientes cosméticos e, por esse motivo, foram utilizadas 3
plataformas (OECD QSAR, VEGA e PRED-SKIN) para prever esse desfecho.
Os conservantes PP, MP, FE e SB apresentaram resultados conflitantes, nos
diferentes modelos preditivos, utilizados na avaliacdo da sensibilizacdo. Estes
conflitos de resultados sédo esperados e, por esse motivo, foram avaliados os
desfechos por diferentes softwares. A classificacdo, de acordo com o nivel de
toxicidade (baixo ou alto), foi atribuida a estes conservantes levando em conta
0 peso da evidéncia de cada plataforma (Tabela 13), sendo o PRED-SKIN
considerado como o nivel de evidéncia mais alto pois, além de ser uma
ferramenta especifica para avaliar a sensibilizacdo da pele, também mostra
uma analise quantitativa, em porcentagem, da confiabilidade, no dominio de
aplicabilidade do modelo.

Para o desfecho de irritacdo ocular, os conservantes classificados como
Categoria 1 no STE foram classificados com nivel alto de perigo, enquanto os
classificados como N&do Categoria foram classificados com nivel baixo. CG e
EEG ficaram fora do dominio do ensaio STE e baseado na avaliacao in silico,
CG foi classificado com nivel baixo de perigo pois, mesmo obtendo resultados
conflitantes nos modelos utilizados, dados in vivo nao indicaram toxicidade
ocular (JOHNSON et al., 2012). EEG foi classificada com nivel alto de perigo
devido a sua classificacdo de Irritante pelo OECD QSAR e Categoria 1 pelo iS
Ocular (Tabela 13).

A capacidade dos ingredientes quimicos, presentes nos cosmeéticos,
causar irritacdo cutanea aguda, deve ser avaliada a fim de proteger os usuarios
destes produtos e, particularmente, as populagdes suscetiveis (como criangas)
(KOSE et al., 2018). A irritacdo da pele é o efeito toxico local mais comum apos
a exposicdo a produtos cosmeéticos (SCCS, 2018). Dos conservantes avaliados
neste trabalho, 9 foram classificados com alto nivel de toxicidade neste
desfecho, baseado na combinagéo dos ensaios obtidos in vitro e in silico. SD,
BA e SB foram os unicos classificados como nivel baixo de toxicidade (Tabela
13). E importante a realizagdo de outros ensaios para melhor avaliar este

desfecho. O uso de modelos de tecidos tridimensionais sdo 0S mais
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recomendados. A epiderme humana reconstituida (RhE) € o modelo preferido
para mensurar a irritacdo da pele e o potencial de corrosdo, ocasionados pelos
ingredientes cosméticos e produtos, visto que sua morfologia € semelhante a
da pele humana, permitindo, assim, uma transposicdo dos resultados mais
adequada (KOSE et al., 2018). O uso de ingredientes com potencial irritante
nos cosmeéticos, deve ser manejado de modo que o risco de um efeito adverso
seja eliminado ou diminuido. Os calculos de exposi¢do e a avaliacdo do risco
direcionam os formuladores na escolha de concentragcdes seguras,
considerando varios fatores, como o tipo de produto, local e tempo de
aplicacao, publico-alvo, entre outros.

Os testes de toxicidade aguda em animais utilizavam a mortalidade
como o principal desfecho de observacao para obter um valor de LDso (Lethal
dose) ou LCso (Lethal concentration). Esses estudos, geralmente, incluiam 3
vias: oral (LDso), dérmica (LDso) e inalatéria (LCso). A dose letal mediana (LDso)
é a dose necessaria para matar 50% de um grupo de animais em teste. E uma
forma de medir o potencial de envenenamento, de curto prazo, de uma
substancia quimica. Devido a proibicdo dos testes em animais, a Unica
metodologia validada in vitro existente, atualmente, para toxicidade oral aguda
€ o teste 3T3 NR (Vermelho Neutro) uptake, aplicavel para produtos quimicos
nao classificados, com base em cut-off de LDso > 2000 mg/kg pc/dia (SCCS,
2021). Neste trabalho, foi considerado, para o desfecho de toxicidade aguda, o
valor oral (roedores) de LDso obtido por meio da predicéo in silico no software
OECD QSAR. Dos conservantes avaliados, FE, CMI, Ml, DMDMH, SD, BA e
BAC, apresentaram valores de LDso abaixo de 2000 mg/kg, sendo classificados
com nivel alto de toxicidade, neste desfecho (Tabela 13). A toxicidade oral
aguda esta, diretamente, relacionada ao efeito sistémico de uma Unica
exposicdo/dosagem, e, como 0s cosméticos sdo de venda livre, é importante
evitar o risco de intoxicacdo, caso haja uma ingestao acidental.

O conservante DMDMH foi classificado, no desfecho de mutagenicidade,
como negativo, no OECD QSAR e positivo no VEGA (Tabela 13); entretanto,
foi atribuido nivel baixo de perigo neste desfecho pois, baseado no peso da

evidéncia, os resultados obtidos no VEGA podem estar fora do dominio de
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aplicabilidade (DA), enquanto na plataforma OECD QSAR o modelo esta
dentro do DA. De acordo com o Artigo 15 do Regulamento (CE) No. 1223/2009,
uma substancia classificada como cancerigena, mutagénica e reprotoxica
(CMR), de Categoria 2, pode ser usada em produtos cosmeéticos, desde que a
substancia tenha sido avaliada pelo SCCS e considerada segura para uso. As
substancias classificadas como CMR da categoria 1A ou 1B séo proibidas em
produtos cosméticos, a menos que satisfacam uma série de condi¢cdes
estabelecidas no paragrafo 2 do artigo 15, a titulo de isencdo (EUROPEAN
UNION, 2009).

Um resultado semelhante a DMDMH foi obtido com o SD no desfecho de
genotoxicidade. Neste caso, SD obteve classificacdo negativa no OECD QSAR
e positiva no VEGA (Tabela 13). Alguns modelos in silico ndo apenas fornecem
a previsdo, mas, também, uma descricado detalhada da verificacdo do DA. Se o
resultado do modelo fornece um alto nivel de detalhes, o avaliador de
seguranca pode ter maior confianca nos resultados. Em qualquer caso, o
especialista deve verificar e "aprovar' qualquer resultado produzido pelo
software. A plataforma VEGA HUB fornece um valor quantitativo do dominio de
aplicabilidade, denominado indice do DA (ADIl) que varia de 0 a 1,
considerando compostos semelhantes no conjunto de andalise do modelo. O
calculo automatico do ADI é baseado em uma série de fatores, como a
precisdo dos resultados em compostos semelhantes; a similaridade dos
compostos semelhantes; a concordancia do valor previsto dos compostos alvo
com os valores experimentais dos compostos semelhantes, entre outros
(BENFENATI et al., 2019). O SD obteve um ADI de 1, demostrando o mais alto
nivel de confianga no resultado; portanto, foi atribuido, para SD, alto nivel de
toxicidade no desfecho de genotoxicidade.

A avaliacdo do perigo permitiu a caracterizagdo, dos niveis de
toxicidade, dos desfechos de exposicdo local e sistémica, avaliados nesse
trabalho, em uma matriz toxicolégica. O agrupamento dos dados nesta matriz
facilitou a integracdo e a visualizagdo dos resultados obtidos e, desse modo,

auxilia na tomada de decisao.
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4.4. Avaliacao da exposicao e caracterizacdo do risco

A exposicdo humana é calculada com base nas fungbes e utilizagcdes
declaradas de uma substancia como ingrediente cosmético, na quantidade
presente nas respectivas categorias de produtos e na respectiva frequéncia de
utilizacdo (SCCS, 2021). A avaliacdo da exposicdo (Tabela 14) permitiu
calcular a MoS e, desse modo, estabelecer concentragbes seguras (MoS >
100) para o uso dos conservantes abordados nesse trabalho.

Para se obter o valor da MoS, varios parametros sao considerados,
dentre eles, a exposicao diaria estimada. No caso especifico dos conservantes,
o Comité Cientifico Europeu de Produtos Cosméticos e Nao Alimentares
(SCCNFP), atualmente conhecido como Comité Cientifico de Seguranca do
Consumidor (SCCS), prop6és o célculo de um valor de exposicao diaria, global,
para todos os produtos cosméticos que uma pessoa pode aplicar, diariamente,
na pele (SCCNFP/0321/00). Levando em consideragdo os Vvalores de
exposicdo e, considerando o pior cenario em que 0 consumidor usaria um
conjunto de produtos cosméticos contendo o mesmo conservante, um valor
agregado de 17,4 g/dia ou 269 mg/kg pc/dia € utilizado no célculo da MoS (Lee
et al., 2019; SCCNFP, 2000; SCCS, 2018).

Para a relacdo entre a exposicdo e a resposta toxica, um ponto de
partida (POD) é determinado. Em toxicologia, POD é definido como o ponto em
uma curva de dose-resposta toxicologica estabelecida, a partir de dados
experimentais ou dados observacionais, geralmente correspondendo a um
nivel de efeito baixo estimado ou nivel de nenhum efeito. O NOAEL costuma
ser o mais empregado como POD (SCCS, 2018).

Outro parametro importante levado em consideracdo, na avaliagdo da
exposicdo, foi a absorcdo dérmica. Aconselha-se a realizacdo de estudos de
absorcao cutanea no processo de avaliacéo de risco; contudo, na auséncia de
absorcao cutanea determinada experimentalmente, um valor padrdo de 50% é
assumido. Este valor conservador também pode ser usado nos casos em que
apenas dados inadequados de absor¢do cutanea estdo disponiveis (SCCS,
2021).
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Tabela 14. Avaliacédo da exposicao
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Exposicdo diaria Concentragdo

Conservantes NOAEL .(mg/kg estimada (mg/kg maxima DA (%) SED (”?9"‘9 MoS Referéncia
pc/dia)? . b pc/dia)
pc/dia) permitida
. CIR, 2008a, 2018; SCCS,
Propilparabeno 745 269 0,14 50 0,188 3956,45 2013: SONI et al., 2001
Metilparabeno 1000 269 0,40 50 0,538 1858,74 g(l)ll 2008a, 2018; SCCS,
Fenoxietanol 369 269 1,00 50 1,345 27435 ~ DRENO et al, 2019b; SCCS,
2016a

Metilcloroisotiazolinona 29,1 269 0,0015 50 0,0020175 14423,79 CIR, 1992: SCCS, 2009
Metilisotiazolinona 19 269 0,0015 50 0,0020175 9417,60 CIR, 1992; SCCS, 2009
DMDM Hidantoina 266 269 0,60 50 0,807 329,61 CIR, 1988
Imidazolidinil ureia 600 269 0,60 50 0,807 743,49 CIR, 2019
Dehidroacetato de
sédio 100 269 0,60 50 0,807 123,91 CIR, 1085, 2008b
< o Johnson et al, 2017;
Alcool benzilico 400 269 1,00 50 1,345 297,40 SCCNFP, 1999 SCCS, 2012
Cloreto de benzalconio 70 269 0,10 50 0,134 520,45 fggg et al., 2018; CIR, 2008,
Caprilil glicol 300 269 1,00 50 1,345 223,05 Johnson et al., 2012

100 269 0,50 50 0,672 148,70
Benzoato de sédio 100 269 1,70 50 2,286 43,73 Johnson et al, 2017;

100 269 2,50 50 3,362 29,74 SCCNFP, 2002; SCCP, 2005

. Lo 100 269 0,5 50 0,672 148,70

Etilhexilglicerina

100 269 1,00 50 1,345 74,35 Johnson et al., 2013

aToxicidade oral subcrénica; PConcentragcdo maxima de acordo com o Regulamento da Comissdo Europeia (EC) No. 1223/2009 e ANVISA 29/2012 ou
concentracao usual; DA: Absorcéo dérmica de acordo com SCCS; SED: Dose de exposicao sistémica; MoS: Margem de seguranga. Fonte: A autora.
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Dos conservantes avaliados neste trabalho, apenas 2 (SB e EEG)
obtiveram uma MoS < 100. O benzoato de sddio (SB) pode ser utilizado como
conservante em uma ampla variedade de produtos, desde higiene bucal a
cosméticos com e sem enxague. A MoS do SB ficou baixa (< 100) para as
concentracbes de 2,5% (produtos enxaguaveis) e 1,7% (higiene bucal).
Quando sdo usados produtos enxaguaveis, como xampus e condicionadores
capilares, a exposicdo aos ingredientes dessas formula¢cdes € menor, quando
comparada a produtos sem enxague, que podem permanecer na pele por
muitas horas e este raciocinio deve ser considerado em uma abordagem de
avaliacdo do risco. Produtos de higiene bucal, tecnicamente, ndo devem ser
ingeridos e seriam enxaguaveis; contudo, a chance de ingestao acidental é
consideravelmente maior e, desse modo, seria importante avaliar melhor a
concentracdo maxima do SB em produtos de higiene bucal.

A etilhexilglicerina (EEG) ndo € classificada como conservante, mas
vendo sendo utilizada como um booster do sistema conservante, com a
finalidade de aumentar o espectro microbiolégico. A MoS ficou baixa (< 100)
para a concentracdo de 1%; entretanto, para a concentracao de 0,5% a MoS foi
considerada segura (> 100) e, deste modo, o mais indicado seria utilizar a
concentracéo de 0,5%.

A caracterizacdo do risco permitiu uma abordagem integrada da
avaliacdo do perigo e da exposicdo, para estimar o efeito adverso a saude
guando exposto a determinando ingrediente cosmético. Varios fatores devem
ser considerados ao avaliar o risco de um ingrediente cosmético, incluindo
populacdes que sdo mais suscetiveis (devido a fatores bioldgicos intrinsecos),
vulneraveis (devido a fatores ambientais) e sensiveis (suscetiveis e
vulneraveis) (CHARTRES; BERO; NORRIS, 2019). Outros fatores também
impactam nessa avaliacdo, como a concentragdo que serd utilizada, o tipo e o
formato do produto, o local de aplicacéo e a rota de exposicao.

O avaliador de seguranca pode assumir a caracterizacdo do risco
baseada na MoS obtida na avaliacdo da exposicdo; entretanto, para uma
leitura mais abrangente dos resultados, deve-se considerar, também, a

avaliacao do perigo. Mesmo os ingredientes que obtiveram uma MoS acima de
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100, sédo pontuados nesse tipo de analise, conhecida como avaliacdo de risco
(SCCS, 2021). Em termos gerais, uma avaliacdo de risco é o esforco
combinado de: identificar e analisar eventos potenciais, que podem impactar
negativamente individuos, e fazer julgamentos "sobre a tolerabilidade do risco
com base em uma analise de risco", enquanto considera outros fatores de
influéncia (WILLIAMS; PAUSTENBACH, 2002).

Os ingredientes classificados como nivel alto de toxicidade para os
desfechos de irritacédo/sensibilizacdo da pele podem ser evitados em produtos
destinados a peles sensiveis ou publicos vulneraveis, como criancas, gestantes
e idosos e, preferivelmente, ser utilizados em produtos enxaguaveis,
diminuindo a exposig¢ao e o risco de efeitos adversos. Ingredientes fortemente
irritantes oculares (GHS Cat. 1) ndo devem ser utilizados em produtos que
podem facilmente entrar em contato com os olhos.

A toxicidade oral aguda esta diretamente relacionada ao efeito sistémico
de uma Unica exposicdo/dosagem, sendo importante avaliar o risco de
intoxicagcdo caso haja uma ingestdo acidental. Deste modo, os ingredientes
classificados com nivel alto de toxicidade neste desfecho poderiam ser
evitados em produtos que possam ser ingeridos acidentalmente, como os

destinados ao publico infantil.
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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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