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Resumo

Cosméticos sao usados pelo homem desde a antiguidade e o consumo desse
segmento vem aumentando a cada ano, praticamente imune a crises. O Brasil é o
quarto maior mercado de cosméticos no mundo, ficando atras apenas dos Estados
Unidos, China e Japao, segundo dados da Associacdo Brasileira de Higiene
Pessoal, Perfumaria e Cosméticos. Dentre as matérias primas que mais causam
reacfes alérgicas estdo 0s conservantes, corantes e composi¢cdes aromaticas.
Assim sendo, a preocupacdo com a seguranca dos conservantes cosméticos deve
ser intensificada. Grande importancia é dada ao assunto atualmente, existindo a
preocupacdo com o potencial de irritacdo e toxicidade para o consumidor e nao
apenas com o0 aspecto microbioldgico. Desta forma, o presente trabalho teve por
objetivo avaliar a citotoxicidade e potencial de irritacdo de conservantes
antimicrobianos que sdo utilizados em cosméticos. Foram realizados ensaios de
citotoxicidade, através do método MTT, em células de fibroblastos humano (HDFa),
células de queratinécitos humano (HaCaT) e células de carcinoma hepatocelular
humano (HepG2) e potencial de irritacdo em ovos embrionados de galinha através
do método HET-CAM. Foram utilizados os conservantes: fenoxietanol, mistura de
fenoxietanol e metilisotiazolinona (Fenox/Mit), mistura de metilcloroisotiazolinona e
metilisotiazolinona (CMit/Mit), metilparabeno e propilparabeno, que sdo amplamente
utilizados em cosméticos. Os conservantes mais citotoxicos e com maior pontuacao
de irritagcdo (Pl) considerados irritantes, foram: fenoxietanol (HaCat ICso: 0,237
mg/mL; HDFa ICso: 0,200 mg/mL; HepG2 ICso0: 0,248 mg/mL; Pl: 16) e Fenox/Mit
(HaCat ICso: 0,156 mg/mL; HDFa ICso: ~0,056 mg/mL; HepG2 ICso0: 0,119 mg/mL; PI:
10). Os demais conservantes, CMit/Mit (HaCat: ndo toxico; HDFa: ndo téxico;
HepG2: >0,0045 mg/mL), propilparabeno (HaCat ICso: ~0,200 mg/mL; HDFa ICso:
>0,200 mg/mL; HepG2: 0,039 mg/mL) e metilparabeno (HaCat ICso: >0,400 mg/mL;
HDFa ICso: >0,400 mg/mL; HepG2: 0,062 mg/mL), apresentaram baixa citotoxicidade
nas linhagens HaCaT e HDFa, e uma citotoxicidade mais acentuada na linhagem
HepG2. No ensaio HET-CAM, CMit/Mit (Pl: 5) e metilparabeno (PIl:6) foram
considerados moderadamente irritantes, e o propilparabeno (PI: 0) foi classificado
como praticamente nao irritante. Diante destes resultados, foi possivel concluir que
CMit/Mit, propilparabeno e metilparabeno apresentaram resultados que viabilizam
sua continuidade como conservantes em cosméticos; porém é necessaria a
realizagdo de outros ensaios para avaliar de maneira mais precisa a seguranca
desses conservantes, assim como para 0os demais conservantes testados.

Palavras chave: conservantes antimicrobianos; cosméticos; seguranca.



Abstract

Cosmetics have been used by man since antiquity and the consumption of this
segment has been increasing every year, practically immune to crises. Brazil is the
fourth largest cosmetics market in the world, behind only the United States, China
and Japan, according to data from the Brazilian Association of Personal Hygiene,
Perfumery and Cosmetics. Among the raw materials that most cause allergic
reactions are preservatives, dyes and aromatic compositions. Therefore, concern
about the safety of cosmetic preservatives should be intensified. Great importance is
given to the subject nowadays, there being concern about the potential for irritation
and toxicity to the consumer and not just with the microbiological aspect. Thus, the
present work aimed to evaluate the cytotoxicity and irritation potential of antimicrobial
preservatives that are used in cosmetics. Cytotoxicity were assessed by MTT assay
method using human fibroblast cells (HDFa), human keratinocytes cells (HaCaT) and
using human hepatoma cells (HepG2) and irritation potential in embryonated chicken
eggs using the HET-CAM method. Preservatives were used: phenoxyethanol, a
mixture of phenoxyethanol and methylisothiazolinone (Fenox/Mit), a mixture of
methylchloroisothiazolinone and methylisothiazolinone (CMit / Mit), methylparaben
and propylparaben, which are widely used in cosmetics. The most cytotoxic and
highest irritation score (IS) preservatives considered irritants, were: phenoxyethanol
(HaCat ICs0: 0,237 mg/mL; HDFa ICso: 0,200 mg/mL; HepG2 ICso: 0,248 mg/mL; IS:
16) and Fenox/Mit (HaCat ICso: 0,156 mg/mL; HDFa ICso: ~0,056 mg/mL; HepG2
ICs0: 0,119 mg/mL; IS: 10). The other preservatives, CMit/Mit (HaCat: non-toxic;
HDFa: non-toxic; HepG2: >0,0045 mg/mL), propylparaben (HaCat ICso: ~0,200
mg/mL; HDFa ICso: >0,200 mg/mL; HepG2: >0,400 mg/mL) and methylparaben
(HaCat ICso: >0,400 mg/mL; HDFa ICso: >0,400 mg/mL; HepG2: 0,062 mg/mL),
showed low cytotoxicity in the HaCaT and HDFa cells, and a more marked
cytotoxicity in the HepG2 cell. In the HET-CAM assay, CMit Mit (IS: 5) and
methylparaben (IS: 6) were considered moderately irritant, and propylparaben (IS: 0)
was classified as practically non-irritant. In view of these results, it was possible to
conclude that CMit/Mit, propylparaben and methylparaben presented results that
allow their continuity as preservatives in cosmetics; but further testing is required to
more accurately assess the safety of these preservatives as well as other
preservatives tested.

Keywords: antimicrobial preservatives; cosmetics; safety.
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1. Introducéo

Existem varios tipos de conservantes antimicrobianos, sendo mais utilizados
os parabenos que foram introduzidos nos anos 30, e sdo amplamente utilizados
como conservantes em alimentos, bebidas, medicamentos e produtos de higiene
pessoal. Essa classe de conservante se mostra pouco efetivo frente a Pseudomonas
aeruginosa, sendo necessario, muitas vezes o0 uso de outros conservantes, como 0
fenoxietanol, isotiazolinonas ou ainda a imidazolidiniluréia®-3.

Pelas mais diferentes formas, podem ser introduzida a contaminacéo
microbiolégica em produtos cosméticos ou correlatos, podendo estar presentes em
alguma matéria prima, ou ser provenientes de equipamentos ou recipientes usados
na manipulacdo, e ainda pela ma utilizacdo do produto pelo consumidor. S&o
particularmente susceptiveis a contaminagcdo microbiana algumas destas matérias
primas como produtos de origem vegetal, &gua, gomas naturais, proteinas e amidos,
pois podem possibilitar o crescimento de microrganismos?.

Quando se considera a qualidade microbiolégica de produtos farmacéuticos
de uso oral e tdpico, é admissivel a presenca de um numero limitado de
microrganismos, tendo em vista as caracteristicas de sua utilizacdo*. A Farmacopeia
Brasileira, em sua quinta edi¢do (2010)°, estabelece os limites microbianos para
produtos nao estéreis. No caso dos produtos de uso topico, deve haver auséncia de
patogenos, contagem total de bactérias aerdbias no maximo de 100 UFC/g e
contagem total de fungos/leveduras no maximo de 10 UFC/g. A contaminacao
microbiana de um produto pode conduzir ndo somente a sua deterioracdo, com as
mudancas fisicas e quimicas associadas, mas, também, ao risco de infeccéo para o

usuario.
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Podem ser indicios de contaminacdo microbioldégica, as mudancas nha
coloracdo, no odor e na consisténcia de um produto. Para evitar essas alteracoes, a
escolha do conservante tem que ser realizada conforme as caracteristicas da
formulacdo, tais como: susceptibilidade a contaminacdo, caracteristicas fisico
guimicas e possiveis incompatibilidades. Devido as dificuldades de se encontrar um
conservante ideal, é possivel utilizar misturas de conservantes, a fim de estabelecer
uma combinacéo ou blends mais adequados®.

Ensaios in vitro tem sido empregados em avaliacdo de produtos cosméticos,
desde que foi iniciada, ha quase uma década, a campanha para ndo mais uso de
animais para testes em cosméticos. Desde entdo, as metodologias tém sido
empregadas considerando a politica preconizada por Russel e Burch, em 1959,
relativa a substituicdo, reducéo e refinamento; ou seja, aos 3 Rs, do inglés, replace,
reduce e refine para os ensaios em animais. Dessa maneira, modelos animais tém
sido restritos ao emprego de menor nimero de animais quanto possivel, utilizacdo
do mesmo animal para diferentes testes e reducdo, ao maximo, do numero de
animais’,

E relativamente nova a ciéncia de conservagdo dos produtos farmacéuticos e
cosmeéticos, sendo tratada de maneira cientifica a partir dos ultimos 70 anos. Grande
importancia € dada ao assunto atualmente, existindo a preocupa¢ao com o potencial
de irritacdo e toxicidade para o consumidor e ndo apenas com O aspecto
microbiol6gico®?.

A avaliacdo da seguranca esta baseada na analise do risco e deve considerar
0S parametros toxicolégicos dos ingredientes com base em dados atualizados,
observadas as condi¢cfes de uso do produto cosmético e o perfil do consumidor alvo.

A maioria das informacdes necessarias na avaliagdo do risco potencial de um
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produto cosmeético resulta do conhecimento dos ingredientes que compdem sua
férmula. Sao eles que podem, diretamente, ser os responsaveis por qualquer efeito
local e sistémico. Contudo, a formula do produto acabado também pode interferir, a
medida que facilita a absorcédo total ou parcial dos ingredientes. Além disso, as
possiveis interacfes, resultantes da associacdo entre os ingredientes, podem
influenciar no risco potencial de um produto®?.

N&do raro, 0 que se observa € que o formulador deixa a escolha do
conservante para o final do processo de desenvolvimento, havendo a tendéncia em
se lancar mao sempre das mesmas matérias primas. Os conservantes sdo de
extrema importancia para uma formulacdo cosmeética pois, prevenindo a
contaminacgao microbiolégica, problemas como perda da estabilidade, alteracdes das
caracteristicas organolépticas e inativacdo dos principios ativos podem ser evitados.

A insercdo no mercado de produtos livres de parabenos (parabens free) vem
forcando as industrias a desenvolver novos conservantes que, muitas vezes, nao
sdo tao efetivos quanto os parabenos e, ainda, em alguns casos, precisam ser
utilizados em concentragdes mais altas; consequentemente, aumentando as

chances de efeitos toxicos e reacfes adversas.
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2. Reviséo Bibliografica

2.1. Cosméticos

A palavra cosmético deriva do grego kosmetikés, que significa habil em
adornar. Existem evidéncias arqueologicas do uso de cosméticos para
embelezamento e higiene pessoal desde 4000 a.C. Os primeiros registros tratam
dos egipcios, que pintavam os olhos com sais de antimbnio para evitar a
contemplacéo direta do Deus Ra, representado pelo sol. Para proteger sua pele das
altas temperaturas e do clima desértico da regido, os egipcios recorriam a gordura
animal e vegetal, cera de abelhas, mel e leite, no preparo de cremes para a pele.
Existem registros de historiadores romanos relatando que a rainha Cledpatra
frequentemente se banhava com leite para manter pele e cabelos hidratados?3.

A busca do ser humano pela beleza é algo que sempre existiu, mesmo
quando ndo estavam disponiveis 0s recursos que estdo hoje. No entanto, nos
altimos tempos, € evidente o aumento da preocupacédo, tanto de mulheres como de
homens, com a aparéncia visual. Esta postura comega com um maior cuidado com a
pele, seja no intuito de corrigir imperfeicbes, seja na tentativa de prevenir e/ou
retardar o aparecimento dos sinais de envelhecimento. Este comportamento pode
ser explicado, em parte, pela ampla divulgacdo de padrbes de beleza, maior
facilidade de acesso aos produtos e, também, pela maior valorizacdo da aparéncial4.

Cosmeéticos sé@o destinados a protecdo ou ao embelezamento das diferentes
partes do corpo humano, como: pele, sistema capilar, unhas, labios, 6rgaos genitais
externos, dentes e membranas mucosas da cavidade oral, sendo de uso externo. Os

ingredientes cosmeéticos podem ser sintéticos, naturais, produtos de biotecnologia ou
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associacdo de ingredientes como, por exemplo, as composicfes aromaticas
(ANVISA, 2017). De acordo com os artigos 3° e 26° da Lei 6.360/76 1 e 3°, 49° e 50°
do Decreto 79.094/77, podem ser enquadrados em quatro categorias: produtos de
higiene, cosmético, perfume e produto de uso infantil®®.

A cosmetologia, ciéncia que estuda cosméticos desde seus componentes até
as suas aplicacdes no produto final, vem assumindo um importante papel no mundo
atual. Na medida em que ocorre a sofisticacdo das técnicas e das formulagdes, além
de melhorias das matérias primas, o resultado € notado em produtos cada vez mais
complexos, sendo o sistema conservante de extrema importancia para a formulagao,
uma vez que vai garantir a integridade do produto por mais tempo, além de proteger
o consumidor de provaveis problemas causados por microrganismos. Parte desse
avanco € devido a um aumento progressivo da utilizacdo de cosméticos pela
populacdo, somada as mudancas do seu estilo de vida'®.

Embora ndo seja desejavel, ha relatos na literatura de reacbes adversas a
cosméticos'’8. O produto cosmético deve ser seguro em condicdes normais ou
previsiveis de utilizacdo, independente do grau de risco que ele apresente. A
seguranca pode ser definida em termos de probabilidade de que o produto n&o
provoque danos significativos. E sabido que n#o existe 100% de seguranca em
nenhuma substancia quimica, ja que até mesmo agua pode ser perigosa se
administrada em quantidades inadequadas?®.

Considerando possiveis riscos que tais produtos podem acarretar a saude, a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA - RDC 211/05), classifica os
produtos de higiene pessoal, cosméticos e perfumes em duas categorias: produtos
grau 1, que sdo caracterizados por possuirem propriedades basicas ou elementares,

cuja comprovacdo nao seja inicialmente necessaria e nédo requeiram informacdes
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detalhadas quanto ao seu modo de usar e suas restricbes de uso, devido as
caracteristicas intrinsecas do produto, e produtos de grau 2, 0S que possuem
indicacdes especificas, cujas caracteristicas exigem comprovacdo de seguranca
e/ou eficacia, bem como informagées e cuidados, modo e restricées de uso?®.

Segundo dados da ABIHPEC, a industria brasileira de higiene pessoal,
perfumaria e cosméticos apresentou um crescimento medio deflacionado composto
préximo a 11,4% a.a. nos ultimos 20 anos, tendo passado de um faturamento "Ex-
Factory", liquido de imposto sobre vendas, de R$ 4,9 bilhdes em 1996 para R$ 42,6
bilhdes em 2015. Praticamente imune a crises, em 2015 houve uma pequena gqueda,
mas o mercado ja voltou a se recuperar, fechando 2016 com -6% de queda real,
frente -9% em 2015. Atualmente o Brasil € o quarto maior mercado de cosméticos
no mundo, ficando atras apenas dos Estados Unidos, China e Japdo?°.

Alguns tipos de reacdes indesejadas podem ser observadas, com 0 uso de
produtos cosméticos?®?:

e Irritacdo: reacdes de desconforto no local onde o produto foi aplicado, de
intensidade variada, manifestadas como ardor ou prurido, podendo causar
destruicdo do tecido;

e Sensibilizacdo: reacédo alérgica, envolvendo processos imunologicos. Pode
ser de efeito imediato ou tardio e pode ocorrer em regides diferentes da area de
aplicacao;

e Efeito sistémico: quando quaisquer componentes do produto atingem a
corrente sanguinea, por via oral, inalatdria, transcutanea ou transmucosa,
metabolizados ou néo.

No Brasil, existem duas entidades principais que acompanham, comercialmente,

este setor: a Associacao Brasileira das Industrias de Higiene Pessoal, Perfumaria e
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Cosméticos (ABIHPEC), que considera em suas estatisticas as vendas liquidas ex-

factory das suas associadas, e a Euromonitor International, que utiliza o critério de

vendas a base de balcao.

2.2. Conservantes

Os conservantes sao substancias quimicas (naturais ou sintéticas),

adicionadas a um produto (alimento, cosmético, medicamento, etc.) com o propdsito

de aumentar seu tempo de vida util, protegendo-o de bactérias, fungos, leveduras e

quaisquer tipos de organismos ou reacdes quimicas que possam tornar O item

improprio para o uso. Podem, segundo alguns autores, ser categorizados em trés

tipos®11.18;

Antimicrobianos: atuam inibindo ou matando bactérias, fungos e leveduras.
Séo divididos em: bacteriostaticos/fungistaticos: impedem a multiplicacdo dos
microrganismos, mas ndo os matam. Sao, em sua maioria, inibidores de
sintese proteica e atuam por ligacdo reversivel aos ribossomos;
bactericida/fungicida: causam a morte dos microrganismos, através de
mecanismos como inibicdo irreversivel da replicacdo do DNA, mas néo
necessariamente destroem as bactérias; bacterioliticos: além de matar as
bactérias impedindo sua proliferagdo e crescimento, também eliminam as
células ja mortas através de um processo natural denominado lise celular;
Antioxidantes: impedem a oxidacdo do produto, bloqueando o efeito danoso
das espécies reativas de oxigénio;

Sequestrantes: sdo componentes que apresentam capacidade de complexar

ions metalicos e alcalinos terrosos que causam danos as formulacbes
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cosmeéticas, pois podem precipitar tensoativos e promover a oxidacdo de

componentes graxos insaturados.

Um conservante considerado ideal deve ser efetivo em uma concentracao
baixa, ndo apresentar toxicidade, ter boa solubilidade, compatibilidade com outros
componentes dos excipientes; amplo espectro de atividade para bactérias e fungos
e custo razoavel?..

Para que seja possivel definir a susceptibilidade do produto a uma maior
contaminagdo por bactérias, fungos ou leveduras, € preciso avaliar, inicialmente, a
atividade de agua do produto. Quanto mais aquosa, mais susceptivel a bactérias.
Em geral, cremes e locGes exigem protecao tanto bacteriostatica quanto fungistatica,
sendo necessario utilizar misturas de conservantes de amplo espectro de atividade®.

Na Europa, os cosméticos sao tipicamente regulados pelo Comité Cientifico
da Seguranca do Consumidor (SCCS) e pela Diretoria Geral de Saude e Politica de
Concesséo (DG SANCO) da Comissao Europeia. Nos Estados Unidos, a Reviséo de
Ingredientes Cosmeéticos (CIR), um conselho cientifico, realiza revisbes de
ingredientes utilizados pela indUstria de cosméticos e publica os resultados de suas
descobertas, uma vez que a agéncia FDA tem uma visao regulatéria da industria de
cosméticos, sendo responsavel por garantir a seguranca publica®?.

O primeiro aspecto a ser considerado na escolha do conservante é a
regulamentacdo do uso de substancias de acdo conservante permitidas,
determinada de acordo com cada pais. O segundo passo é conhecer suas
propriedades fisico-quimicas; assim, € possivel prever possiveis incompatibilidades
com os componentes da formula e até uma inativacdo do conservante, como é o

caso do polissorbato 80, um surfactante que inativa a acdo dos parabenos e
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fenoxietanol. As propriedades organolépticas também devem ser consultadas, a fim
de se prever possiveis interferéncias no sabor, na cor e, também, no odor® 1.

A ANVISA estabeleceu, na RDC n° 29, de 1 de junho de 2012, a Lista de
substancias de acdo conservante permitidas para produtos de higiene pessoal,
cosmeéticos e perfumes; a definicdo de conservantes como substancias adicionadas
aos produtos de higiene pessoal, cosméticos e perfumes com a finalidade primaria
de preserva-los de danos e/ou deterioracdes, causados por microrganismos durante
sua fabricacdo e estocagem, bem como proteger o consumidor de contaminacao
inadvertida durante o uso do produto. Na RDC 29/2012, estdo estabelecidas as 57
substancias que podem ser utilizadas como conservante antimicrobiano?3.

No Quadro 1, € possivel verificar alguns dos conservantes mais
amplamente®?42> utilizados em cosméticos, incluindo sua nomenclatura
internacional, o seu codigo CAS e sua formula molecular. O CAS é o identificador
numérico Unico, referente ao registro no banco de dados do Chemical Abstracts
Service, divisdo da Chemical American Society, para uma determinada substancia.
N&o possui nenhum significado quimico. Além disso, os ndmeros de registro do CAS
podem conter mais de nove digitos, divididos por hifens em trés partes, sendo o
altimo digito o verificador.

Atualmente, ha muita discusséo sobre o assunto e ndo existe um consenso
geral de qual/quais conservantes devem ou nao ser usados. Houve um grande
envolvimento, dos consumidores de produtos cosméticos, gerando confusdo sobre
0s possiveis efeitos que determinados conservantes podem ter na saude humana. A
midia, também, tem pressionado as industrias, trazendo muitas vezes informacdes

falsas e sensacionalistas. Cabe, aos pesquisadores, determinar dados confiaveis
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gue possam deixar os formuladores seguros, na escolha dos conservantes que

melhor sejam adequados a formulacéo.
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Quadro 1. Conservantes mais amplamente utilizados em cosméticos, com seus respectivos INCI Names, codigo CAS e formula

molecular.
Conservantes INCI Name Caodigo CAS Férmula Molecular
Fenoxietanol Phenoxyethanol 122-99-6 CsH1002
Metilcloroisotiazolinona Methylchloroisothiazolinone 26172-55-4 C4H4CINOS
Metilisotiazolinona Methylisothiazolinone 2682-20-4 C4HsNOS
Metilparabeno Methylparaben 99-76-3 CsHsOs3
Propilparabeno Propylparaben 94-13-3 C10H1203

Fonte: Adaptado de Aubert et al.’; Berthet et al.?*; Shabir et al.?®.
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2.2.1. Parabenos

Os parabenos sao os conservantes mais utilizados em cosmeéticos, artigos de
higiene pessoal, produtos farmacéuticos e alimentos, devido a sua toxicidade
relativamente baixa em seres humanos, efetiva atividade antimicrobiana, baixa
concentracdo de uso, baixo custo, o que leva a um Gtimo custo-beneficio. S&o
amplamente utilizados em produtos de uso diario, 0 que implica a uma exposi¢ao
frequente a esses compostos. A exposicao ocorre através da ingestdo em alimentos
e produtos farmacéuticos, e absorcao dérmica em produtos de higiene pessoal e
cosméticos?®?7.

A exposicdo humana aos parabenos € estimada em 76 mg/dia, sendo
aproximadamente 1 mg/dia de alimentos, 50 mg/dia de cosméticos e itens de
cuidados pessoais e 25 mg/dia de formulagGes farmacéuticas?®. Com base nas
concentracdes de parabenos medidas nos alimentos e nas taxas de ingestédo diaria
per capita de alimentos, foi estimada uma ingestdo diaria nos Estados Unidos da
América de 307 ng/kg de peso corporal para adultos®.

Os parabenos vem sendo utilizados como conservantes antimicrobianos em
alimentos, medicamentos, cosméticos e produtos de higiene pessoal por quase 10
décadas. Representam substancias altamente valiosas, dada a sua atividade
antimicrobiana frente a uma ampla gama de microrganismos, sua seguranca (baixa
toxicidade aguda, baixo potencial de irritacdo ou sensibilizacdo) e sua estabilidade
em um grande faixa de pH. No entanto, nos ultimos 15 anos, eles estiveram sob 0s
holofotes, devido a seus supostos efeitos estrogénicos e antiandrogénicos. Artigos
cientificos que apoiam essas afirmacdes levaram a Comunidade Europeia a proibir o

uso de alguns parabenos (isopropilparabeno, isobutilparabeno, fenilparabeno,
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benzilparabeno e pentilparabeno). As industrias de alimentos, farmacéuticos e
cosmeéticos estdo sob pressdo das campanhas feitas pela midia e estédo
respondendo substituindo os parabenos por outros conservantes que causam
multiplos casos e mesmo epidemias mundiais de dermatite de contato®°,

A maior exposicado dos seres humanos aos parabenos é através de produtos
cosmeéticos e quase 100% € dérmica. Estudos anteriores indicam possiveis efeitos
colaterais associados ao uso de cosméticos contendo parabenos, dada a sua rapida
absorcdo e sua incompleta hidrolise através das estearases da pele. A ANVISA,
através da RDC n° 29/2012, regulamenta a utilizacdo dos parabenos, indicando que
as concentracdes maximas permitem 0,4% (p/p) para um parabeno e 0,8% (p/p)
para uma mistura de parabenos em produtos comerciais. Ja 0 Japdo permite no
maximo 1% (p/p) de parabenos totais em todos os produtos cosméticos?3 3L,

O metilparabeno e o propilparabeno 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 pH2.

Os produtos cosméticos sdo aplicados diariamente e, alguns deles, muitas
vezes ao longo do dia, como maquiagem, fotoprotetores e desodorante. Embora o
contato humano externo, com uma substancia, raramente resulte em sua penetragcao
atraves da pele e exposicao sistémica significativa, ha exposicao local. Quando um
produto é utilizado na cavidade oral como, por exemplo o batom, a exposi¢ao
sistémica aos seus ingredientes ndo pode ser completamente excluida®?. Na figura 1

estdo listadas as estruturas quimicas de sete parabenos.
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Figura 1. Estruturas quimicas de sete ésteres alquilicos do acido p-hidroxibenzéico

(parabenos).
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Fonte: Adaptado de Darbre e Harvey:.

Em experimentos realizados com os parabenos, foi possivel notar que
exercem uma atividade estrogénica fraca, determinada por ensaio in vitro de
receptor de estrogénio e ensaio in vivo uterotrofico. Esses compostos tém sido
encontrados em amostras de células humanas de cancer de mama; entretanto, nédo
ha evidéncias que os cosméticos contendo estes conservantes sejam sinénimos de

risco a saude, uma vez que a penetracao e acumulo destes agentes antimicrobianos
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nos tecidos € pouco provavel e a sua concentracdo, nos produtos em questéo, esta
abaixo da concentracdo maxima permitida?’: 2°,

A atividade estrogénica dos parabenos aumenta com o aumento do
comprimento da cadeia lateral com ramificagcdes no grupo alquil ester e a ordem de
atividade no receptor estrogénico é a seguinte: benzil > butil > propil = etil > metil. O
aumento da cadeia lateral diminui a solubilidade dos parabenos em agua e, por isso,
alguns destes conservantes podem ser acumulados nos tecidos do corpo de
maneira similar a outros contaminantes lipofilicos que s&do considerados
bioacumulativos. Aos conservantes etilparabeno, propilparabeno, butilparabeno foi
atribuida atividade estrogénica 150.000, 30.000 e 10.000 vezes, respectivamente,
inferior ao composto 17B-estradiol (potente composto estrogénico)?” 2% 34,

Aubert et al.! realizaram uma pesquisa em ratos para avaliar o uso de propil,
metil e butilparabeno, através da via oral (gavagem), subcutanea e tépica. Foram
analisados os aspectos farmacocinéticos, distribuicdo, excrecdo e metabdlitos
presentes no plasma. Através dos resultados obtidos os autores puderam concluir
que o uso dessa classe de conservantes é seguro, pois 0s resultados observados
ndo apresentaram alteracBes significativas. Oishi?’ analisou diferentes
concentracbes de propilparabeno (0 a 1%) foram testadas em ratos machos e
apresentaram alteragbes em sua funcédo reprodutiva, incluindo reducdo da
quantidade de esperma, diminuicdo da cauda do espermatozoide e dos niveis de
testosterona e que a sua atividade estrogénica € semelhante a do composto 4-
nonilfenol.

Em experimentos realizados por Kodani et al.®> os parabenos apresentaram a
capacidade de estimular a diferenciacdo dos adipdcitos. Os adipocitos sdo formados

no inicio da vida e o numero de adipdcitos geralmente ndo aumenta nos adultos
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saudaveis. No entanto, € possivel que as células precursoras se diferenciem em
adipécitos quando a demanda por armazenamento de energia aumenta. Os
parabenos aumentam essa diferenciacdo, elevando, consequentemente, a
prevaléncia de obesidade.

Mesmo com as controvérsias do uso ou nao de parabenos, vem crescendo o
uso da expressdo parabens free como apelo de venda para aumentar a aceitacao
dos produtos e o lucro das empresas. Porém, a mudanca de um sistema
conservante envolve muitas pesquisas cientificas a fim de garantir a eficacia do novo
conservante. Além de tempo, grandes investimentos sao feitos para a realizacao de
registros nos o6rgdos de fiscalizagdo competentes, testes de estabilidade fisico
guimicos e testes microbiologicos de desafio. Algumas industrias adeptas ao uso de
parabenos e, até mesmo empresas fornecedoras, questionam a sua substituicdo por
outros conservantes, alegando a falta de fundamento cientifico e informacéo

plausivel para essa troca®.

2.2.2. Fenoxietanol

O fenoxietanol é utilizado como conservante em cosméticos e produtos de
higiene pessoal. Possui aplicacdes farmacéuticas como antisséptico topico e como
anestésico para peixes. Pode ser usado, também, como agente de coalescéncia em
tintas de latex e como solvente/conservante em corantes e tintas. E um bom
bactericida geral (mais ativo contra bactérias Gram negativas), mas um fungicida
fraco e geralmente € usado em combinacdo com outros conservantes. Os produtos
cosmeéticos contendo fenoxietanol podem ser aplicados em qualquer parte do corpo

e, muitas vezes, utilizados repetidamente ao longo do dia?> 3,
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Figura 2. Estrutura quimica do Fenoxietanol.
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Fonte: Shabir et al.?®

Em um estudo realizado por Anselmi et al.3” no qual foi avaliado o potencial
de causar apoptose e necrose, de alguns conservantes, em linhagem celular de
leucemia promielocitica humana (HL60), foram testados o fenoxietanol, nas
concentracbes de 0,01 a 1% e a mistura de metilcloroisotiazolinona e
metilisotiazolinona, nas concentracdes de 0,001 a 0,1%. Ambos demonstraram, nas
concentracfes mais altas testadas, uma diminuicao drastica da viabilidade celular no
tempo zero, sugerindo morte subita das células. Foram encontradas, também,
alteracdes caracteristicas de morte por apoptose e necrose, iniciadas pelos
conservantes.

O fenoxietanol é produto da reacdo de um mol de 6xido de etileno com um
mol de fenol. Ocorre na natureza, com as maiores quantidades observadas em
abacate, endivia e espécies de mangifera. Seu uso é aprovado no Brasil, Unido
Européia e Japdo em concentracdo maxima de 1%, sem restricbes para todas as
aplicacbes em produtos de higiene pessoal e cosméticos. O fenoxietanol é

amplamente usado na industria de fragrancias como solvente e, também, pelo seu
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aroma floral. Um ponto critico para o setor cosmético € o teor de fenol livre

normalmente inferior a 0,1%, por ser irritante?> 3839,

2.2.3. Isotiazolinonas

A metilisotiazolinona (Mit) € um conservante utilizado em produtos
cosmeéticos, domésticos e industriais. Esta no mercado desde a década de 1980 em
uma combinacao de 1:3 com metilcloroisotiazolinona (CMit). Esta combinacédo é uma
das causas mais frequentes de alergia de contato com conservantes. Em 2005, o
uso da metilisotiazolinona sozinha foi autorizado em produtos cosméticos com uma
concentracdo maxima de 100 ppm. Antes de ser aprovado para produtos
cosmeéticos, a metilisotiazolinona ja havia sido usada em produtos industriais e, em
2004, os primeiros casos de alergia de contato ocupacional causados pela
exposicdo a cola de papel de parede e uma queimadura quimica foram publicados.
Em 2010, foram publicados os primeiros casos de alergia de contato relacionadas ao
uso de cosméticos.

Os conservantes metilcloroisotiazolinona e  metilisotiazolinona s&o
considerados alérgenos de contato de alto potencial e sdo uma das causas mais
comuns de alergia de contato e dermatite induzida por conservantes. Utilizados em
produtos industriais como tintas, 6leos, colas, adesivos, detergentes, tintas, entre
outros, aléem de produtos cosméticos com e sem enxague e, também, em produtos
domeésticos a base de agua. As concentracfes usadas desses conservantes séo
muito maiores em produtos industriais (1,5-13,5%) do que em cosméticos (7,5 ppm
ou pg/mL) ou produtos domésticos (15 ppm ou pg/mL). Cabeleireiros, esteticistas,

mecanicos, reparadores, maquinistas, pintores, fabricantes de tintas e trabalhadores
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de restaurantes sado constantemente expostos a esses conservantes, o que leva a

um grave risco ocupacional®.

Figura 3. Estrutura quimica de Metilisotiazolinona (1) e Metilcloroisotiazolinona (2).

(1) O (2)
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Fonte: http://www.worldofchemicals.com/chemicals/chemical-

properties/methylisothiazolinone.html

Groot et al.*! realizaram um estudo em 119 pacientes para determinar quais
eram 0S componentes presentes em cosméticos responsaveis por dermatite de
contato. Durante o experimento, 0os autores aplicaram topicamente nos voluntarios
substancias relatadas como alérgenos, por 2 dias. Eles observaram que o mais
importante alérgeno cosmético foi o0 sistema conservante composto por
metilisotiazolinona e metilcloroisotiazolinona, que provocou reagdo em 33 pacientes
(27,7%), seqguido por resina de toluenosulfonamida/formaldeido presentes em laqués
(15 pacientes, 12,6%) e pelo emulsificante oleamidopropildimetilamina, presentes
em logdes infantis para o corpo (13 pacientes, 10,9%).

Em um estudo observacional realizado por Laguna et al.*?, foram pesquisados

todos os casos de dermatite alérgica de contato por cosméticos que ocorreram entre
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0s anos 2000 a 2007, no Hospital General Universitario de Valencia, na Espanha.
Foram observados o sexo dos pacientes, os alérgenos encontrados, origem da
sensibilizacdo, entre outros. Foram detectados 315 patchs positivos a 46 alérgenos
diferentes, sendo que 54 patchs positivos foram relacionados a mistura de
conservantes metilcloroisotiazolinona e metilisotiazolinona. Dentre 0s principais
alérgenos cosmeéticos estavam 0s conservantes antimicrobianos parabenos e
formaldeido, utilizados ha muito tempo. Nos ultimos anos, segundo os autores, 0s
novos conservantes tém apresentado uma menor toxicidade, embora possuam uma
capacidade sensibilizante maior que os anteriores, como foi 0 caso da mistura de
metilcloroisotiazolinona e metilisotiazolinona, um conservante antimicrobiano com
alto potencial sensibilizante.

Berthet et al.?* realizam ensaios de permeacgdo ex vivo com a mistura de
conservantes CMit/Mit em um creme e em solucdo aquosa. A metilisotiazolinona
permeou a pele humana em menos de quinze minutos e com uma taxa de
permeacdo relativamente alta. A metilcloroisotiazolinona, como constituinte do
creme, ndo permeou a pele; entretanto, em solugcédo aquosa, apés varias horas (> 8
h), foi verificada a permeacgdo. Alguns sinais de irritagdo foram observados por
histologia, especialmente em concentracées mais elevadas (CMit 750 ug/mL e Mit

250 pyg/mL), em solugdo aquosa.
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2.3. Proibicéo do uso de animais

No meio cientifico, tem sido objeto de pesquisa o desenvolvimento de
métodos alternativos de avaliagdo de produtos cosmeéticos, devido a uma
conscientizacdo sobre a necessidade da utilizacdo da politica dos 3 Rs (replace,
reduce, refine) introduzida por Russel & Burch em 1959, que trata da substituicao,
reducédo e refinamento dos ensaios com utilizacdo de animais’.

Com o controle cada vez mais rigoroso em relacdo ao uso de animais de
laboratorio, ha a necessidade de desenvolver e padronizar ensaios in vitro que
possam detectar a toxicidade de produtos para uso humano. De acordo com o
Orgéo Internacional de Padronizacdo, ISO 10993, o ensaio de citotoxicidade in vitro
€ 0 primeiro teste para avaliar a biocompatibilidade de qualquer substancia. Estes
testes de citotoxicidade consistem em colocar o material direta ou indiretamente em
contato com uma cultura de células de mamiferos, verificando as alteracdes
celulares por diferentes mecanismos, entre 0s quais, a incorporacdo de corantes
vitais ou a inibicdo da formacéo de colbnias celulares*3.

A proibicdo total do uso de animais para testes de produtos cosmeéticos,
higiene pessoal e perfumes, em 2013, pela Unido Europeia, teve inicio em 2009,
quando foram banidos o0s ensaios de toxicidade in vivo para matérias primas
cosmeéticas e, a partir disso, houve uma enorme repercussédo pelo mundo todo,
alertando sobre um tema ja discutido ha algum tempo?4.

No Brasil, o PLC 70/2014, que proibe testes em animais, de matérias primas
e produtos cosmeéticos; que veda o comeércio de produtos que tenham sido testados
em animais e que incentiva técnicas alternativas para avaliar a seguranca das

formulacdes, foi aprovado pela Comissdo de Ciéncia, Tecnologia, Inovacéao,
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Comunicacdo e Informatica (CCT), em 22 de marco de 2017 e segue para
aprovacao da Comissdo de Meio Ambiente, Defesa do Consumidor e Fiscalizacdo e
Controle (CMA) e, posteriormente, deliberacado final pelo Plenario do Senado, onde
aguarda, desde 24 de maio de 2017, inclusdo na ordem do dia de requerimento.

O estado de Sédo Paulo, mais adiantado, proibiu o uso de animais para testes
em cosmeéticos. O governador do Estado, Geraldo Alckmin, sancionou no dia 23 de
janeiro de 2014, o Projeto de lei 777/2013, que proibe o uso de animais no
desenvolvimento de cosméticos, perfumes e produtos de higiene pessoal. Com a
sancéo, o projeto passou a ser a Lei Estadual 15.316/2014.

No Brasil, em 2008, foi idealizada a criacdo de um organismo para métodos
alternativos, tendo recebido total apoio da comunidade cientifica, da academia, dos
orgaos internacionais e dos setores produtivos*6-48,

Trés anos depois, foi assinado um Acordo de Cooperacdo Técnica, entre a
Fundacao Oswaldo Cruz e a ANVISA, para subsidiar trabalhos e a¢des conjuntas de
estudos, pesquisas, intercambio de informagdes, planejamento e estruturacao,
visando a ndo utilizacdo de animais em pesquisas cientificas, que viabilizassem a
criacdo do Centro Brasileiro de Validacdo de Métodos Alternativos.

A partir desses trabalhos, foi publicada, em 3 de julho de 2012, a Portaria
namero 491, instituindo a RENAMA, a Rede Nacional de Métodos Alternativos,
subordinada ao Ministério da Ciéncia, Tecnologia, Inovacdo e Comunicacbes —
MCTIC®C. A Portaria SEPED/MCTIC N° 3586, de 30 de junho de 2017, renovou, por
mais trés anos, a Rede Nacional de Métodos Alternativos. Esta iniciativa vem ao
encontro do panorama internacional que fomenta e privilegia o principio dos 3Rs.
Nesta Portaria, estd especificado que o processo de validacdo dos métodos

alternativos propostos e/ou desenvolvidos pela Rede, vai ocorrer no ambito do
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Centro Brasileiro de Validacdo de Meétodos Alternativos (BraCVAM), criado,
oficialmente, pela Portaria da direcdo do INCQS, em 2013,

A interlocucdo do BraCVAM e do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal, CONCEA, é fundamental para que a legislacdo seja
obedecida, uma vez que existe a Resolucdo Normativa numero 17, de 3 de julho de
2014, que dispbe sobre o reconhecimento de métodos alternativos ao uso de
animais, em atividades de pesquisa no Brasil e d& outras providéncias®?.

Os fatos relatados confirmam a tendéncia da exclusdo dos testes in vivo e
enfatizam a necessidade de desenvolvimento, melhoria e validacdo dos ensaios in

vitro.

2.4. Ensaios para avaliacdo da seguranca de produtos cosméticos e matérias primas

As matérias primas, dentre elas os conservantes antimicrobianos e o0s
produtos finais devem ser avaliados quanto a seguranca, geralmente por métodos
alternativos in vitro, aprovados pelos comités internacionais, como o Comité Europeu
de Validacdo de Métodos Alternativos (ECVAM) e o Comité de Coordenacédo
Interagencial sobre Validacdo de Métodos Alternativos (ICCVAM). Uma variedade de
conservantes antimicrobianos diferentes esta comercialmente disponiveis, mas
apenas poucos sao efetivamente utilizados, quais sejam: parabenos, liberadores de

formaldeido, metilcloroisotiazolinona e metilisotiazolinona??.
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2.4.1. Ensaios bioldgicos in vivo

Embora o0s ensaios in vivo sejam pouco utilizados para cosméticos
atualmente, alguns paises ainda permitem que sejam realizados, mesmo sendo
tendéncia mundial a substituicdo total por técnicas in vitro.

A avaliacdo do potencial de irritacdo ocular, baseado no estudo de Draize et
al. (53). é realizado em coelhos albinos. O material a ser testado (0,1 mL) é aplicado
diretamente no olho direito do coelho, sendo o olho esquerdo mantido como
controle. Os resultados séo avaliados ap0s 24, 48, 72 horas e, ao final do sétimo dia
apos a aplicacdo. As reacfes oculares observadas devem ser classificadas com
base na escala de Draize.

Realizado com diversas espécies de animais de experimentacdo, a avaliacao
da permeacdo cutanea permite quantificar a concentracdo da substancia de
interesse que € capaz de permear a pele e ser absorvida. A substancia em andlise,
contida em uma formulacdo e marcada radioativamente, € aplicada na pele depilada
dos animais. A substancia é mantida em contato com a pele dos animais, por um
determinado periodo e protegida, de forma a evitar a ingestdo do produto pelo
animal. Em seguida, a pele deve ser limpa e cada grupo de animais sacrificado, em
diferentes tempos, para a analise do sangue e do local onde a substancia foi
aplicada, permitindo a andlise do perfil de absor¢éo da substancia ativa®.

A avaliacdo da atividade fototoxica é realizada em cobaias albinas (Dunkin-
Hartley). O animal deve ter seu pelo raspado e depilado. Apos 18 a 20 h, quando
nao houver mais sinais de irritacdo na pele do animal, seu dorso é dividido em 4
areas: em duas deve ser aplicada a amostra; as outras duas areas devem ser

utilizadas como controle positivo. Uma das areas contendo a amostra € o controle
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positivo deve ser coberta com papel aluminio. Posteriormente, 0os animais Sao
irradiados por duas horas a uma distancia de 10 cm, de uma fonte de luz UV de 15
Watts. Apos 24 e 48 h da exposicdo, os animais devem ser observados e, a
intensidade dos eritemas, avaliada’.

A avaliacao do potencial de irritacdo cutanea é realizada no dorso depilado de
coelhos. O produto em teste deve ser aplicado, em dose Unica, e a aplicacdo deve
ser protegida com um patch oclusivo, por 4 horas. Apds 24 e 72 horas da aplicacao,
as lesbes, na forma de eritema e edema, sdo avaliadas, de acordo com a escala de

Draizel?.

2.4.2. Ensaios in vitro

Devido a evolucdo 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 laboratério. A dificuldade no emprego de métodos
alternativos in vitro reside na avaliacédo da reatividade de sistemas mais complexos o
que é, na pratica, o caso da avaliacdo de risco toxicologico. E necesséaria a
realizacdo de uma bateria de testes que sejam complementares, de maneira que 0
conjunto final ofereca um resultado com o0os mesmos niveis cientificos e de
informacdo, em relacdo aos obtidos com os modelos in vivo. Os métodos
alternativos devem ser validados, de acordo com os procedimentos internacionais na
area de aplicacao, para que sejam reconhecidos pelo meio cientifico e pelos 6rgéaos
regulatérios??.

O ensaio HET-CAM (Hen’s Egg Test-Chorioallantoic Membrane/membrana

corio-alantoide) tem por objetivo avaliar, semiquantitativamente, o potencial irritante
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de uma matéria prima ou, até mesmo, de produtos acabados, sobre a membrana
cério-alantdide de ovo embrionado de galinha, no décimo dia de incubacdo. E um
dos testes utilizados para a avaliacdo do potencial de irritacdo ocular. O ensaio é
baseado na observacao dos efeitos irritantes (hiperemia, hemorragia e coagulacéo),
apos 30 segundos, 2 e 5 minutos da aplicagdo do produto, puro ou diluido, sobre a
membrana corio-alantéide. Uma escala, obtida com o ensaio, considera o0s
fendmenos observados®®.

Outro teste também utilizado para a avaliacdo do potencial de irritacdo ocular
€ BCOP (Bovine Corneal Opacity and Permeability/Permeabilidade e opacidade de
cérnea bovina). E realizado para avaliar quantitativamente o potencial irritante de um
ingrediente apds aplicacdo sobre a cérnea isolada de bovino, através da medida da
opacidade e da permeabilidade ap6s o contato com o produto teste. A medida da
opacidade da coOrnea é realizada com o auxilio de um opacitbmetro. A medida da
permeabilidade da cérnea é realizada conforme o tempo de contato, adicionando
fluoresceina e a densidade Optica é medida em 490 nm. Uma escala, obtida com o
ensaio, considera os fendmenos observados®®.

A citotoxicidade pelo método do vermelho neutro (NRU - Neutral Red Uptake)
é avaliada usando uma cultura de células SIRC CCL 60 ou outras, adicionadas do
corante vital vermelho neutro. A captacdo do corante pelas células viaveis é
quantificada por espectrofotometria, através de um leitor automatico de
microplacas??. A citotoxicidade também pode ser avaliada através do método que
utiliza o corante vital MTT ou 3-(4,5 dimethyl thiazole-2yl)-2,5 diphenyl tetrazolium
bromide. Os parametros de avaliacdo observados sdo a porcentagem de morte
celular e a concentracdo do produto que inibe 50% do crescimento celular (ICso).

Este ensaio € mais indicado para substancias solUveis em agua; porém, podem ser



41

utilizados agentes solubilizantes para substancias com baixa solubilidade, desde que
sua citotoxicidade seja avaliada e descontada da citotoxicidade obtida pela solucéo
da amostra com o agente solubilizante!? 57,

O teste de fototoxicidade tem por finalidade avaliar o potencial fototoxico de
uma substancia, realizado através da metodologia 3T3 NRU-UV. E definido como
uma resposta téxica clara, depois da primeira exposicdo da célula a agentes
quimicos e posterior exposicdo a irradiacdo. No que se refere a avaliacdo do risco
alergénico e fotoalergénico, ainda ndo existem testes in vitro. O objetivo do ensaio &
a comparacdo da citotoxicidade de um agente quimico testado com ou sem
exposicao adicional a doses néo toxicas de luz UVA. A citotoxicidade é expressa na
determinacdo da dose dependente que reduz o crescimento celular (linhagem 3T3)
usando um corante vital (vermelho neutro). A concentracdo de um agente quimico
testado reflete a inibicdo da viabilidade celular em 50% (ICso), calculada com o uso
de um modelo adequado de curva, que expressa a porcentagem de células mortas
em relacéo a concentracdo da substancia testada®8.

O ensaio de permeacdo cutanea utiliza membranas biolégicas ou sintéticas.
Este método mede a difusdo de substancias quimicas, através de uma membrana,
coletadas em um sistema reservatério, que posteriormente € quantificado por
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Atualmente, o ensaio de permeacao in vitro

tem sido realizado utilizando células de Franz modificadas” %°.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo geral

O presente trabalho teve por objetivo analisar in vitro a citotoxicidade e o
potencial de irritacdo dos conservantes antimicrobianos fenoxietanol, mistura de
fenoxietanol com metilisotiazolinona, mistura de metilcloroisotiazolinona e
metilisotiazolinona, metilparabeno e propilparabeno, que séo utilizados em

cosméticos.

3.2. Objetivos especificos
e Avaliar e comparar a citotoxicidade, através da metodologia que utiliza o
corante vital MTT, utilizando trés linhagens celulares (HaCaT, HDFa e
HepG2);
e Avaliar o potencial de irritacdo, através do ensaio HET-CAM,;
e Trazer conhecimento técnico cientifico sobre o tema, pois embora seja um

assunto muito debatido atualmente, ndo existe literatura ampla disponivel.



4. Material e Métodos

4.1. Material

4.1.1. Reagentes e matérias primas

- Human immortalized keratinocytes — HaCaT;

- Human Dermal Fibroblasts, adult — HDFa;

- Liver Hepatocellular Carcinoma — HepG2

- Metilparabeno, grau cosmeético;

- Propilparabeno, grau cosmeético;

- Fenoxietanol, grau cosmético;

- Mistura de metilcloroisotiazolinona e metilisotiazolinona, grau cosmético;
- Mistura de fenoxietanol e metilisotiazolinona, grau cosmético;

- Soro fetal bovino (Cultilab®);

- Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium - high glucose (DMEM) (Cultilab®);
- Solugdo de antibiético (penicilina 10.000 U/mL, estreptomicina 10
anfotericina B 25 mg/mL) (Sigma®);

- Tripsina (Sigma®);

- Corante MTT;

- Phosphate buffered saline (PBS);

- Dimetilsulfoxido — DMSO;

- Etanol anidro 99,8% (Synth®);

- Alcool isopropilico (Synth®);

- Ovos galados (Leghorne branca);
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mg/mL e



- Solucao de cloreto de sédio (NaCl) 0,9% ml/v;

- Solucao de hidréxido de sodio (NaOH) 0,1 N;

4.2. Acessorios

- Béckeres;

- Bastbes de vidro;

- Espatulas;

- Seringas de 5 mL;

- Filtro de seringa (porosidade 0,22 um);

- Tubo de centrifuga tipo Falcon 15 mL;

- Tubo de centrifuga tipo Falcon 50 mL;

- Microtubo 2 Ml (Kasvi®);

- Ponteiras de 5000, 1000 e 200 pL;

- Micropipeta monocanal de 5000, 1000 e 200 pL (Eppendorf®);
- Micropipeta multicanal (Kasvi®);

- Raspador de células (Kasvi®);

- Garrafa para cultivo celular (TPP®);

- Microplaca fundo chato 96 pocos (TPP®);
- Lampada incandescente;

- Pinga;

- Tesoura ponta reta;

- Tesoura ponta curvada;

- Cronometro.
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4.2.1. Equipamentos

- Balanga analitica (Shimadzu AY220);

- Peagometro digital (Gehaka PG1800);

- Agitador magnético (Marconi MA 085 L);

- Autoclave vertical (PHOENIX®);

- Fluxo laminar (VECO®);

- Estufa de cultivo COz (Shel Lab);

- Freezer -80°C (SANYO MDF-U56VC);

- Refrigerador (Consul Facilite Frost Free);

- Centrifuga (BOECO Germany U-32R);

- Microscopio invertido (OLYMPUS CK2;

- Microscopio 6ptico (LABOMED Lx 400);

- Leitor de placas (BMG LABTECH — Spectrostar Nano);
- Camara de Newbauer (BOECO Germany).

- Estufa de circulacéo de ar (Fanem 315 SE)

4.3. Métodos

4.3.1. Avaliagdo da citotoxicidade dos conservantes em linhagem celular HaCaT,

HDFa e HepG2 através do método que utiliza o corante vital MTT

As células foram cultivadas em meio de cultura DMEM, suplementado com

10% de soro fetal bovino e 1% da solucdo de antibidtico, em uma atmosfera
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umidificada a 37+2°C, na presenca de 5% de CO2, em garrafas proprias para o
cultivo de células.

Apoés atingir a quantidade necessaria de células, foi realizado o ensaio do
MTT (methyl-thiazol-tetrazolium) para avaliar a viabilidade celular.

As garrafas contendo as células foram tripsinizadas, o seu conteudo foi
colocado em tubos estéreis e centrifugado por trés minutos a 1500 rpm. O
sobrenadante foi descartado e as células foram suspendidas em meio de cultura.
Em seguida, foi realizada a contagem das células em camara de Newbauer, sendo
gue a concentracdo padronizada para os experimentos foi de 5x10° células/mL.

A suspensao de células foi plaqgueada em microplaca de 96 pocos com fundo
chato, para onde foram transferidos 100 pL da suspensédo de células para cada
poco. Em seguida, a microplaca foi incubada em estufa a 37+2°C, na presenca de
5% de COz, por 24 horas, para posterior tratamento.

Antes de realizar o tratamento, as microplacas foram observadas em
microscoépio invertido para garantir que nao havia contaminacao. Foi preparada uma
solucéo estoque de cada conservante, em meio de cultura sem soro, filtrada no fluxo
laminar, em filtro de estéril, com porosidade 0,22 um. As concentracdes utilizadas
foram obtidas através de diluicdo seriada, em microtubos estéreis e estdo descritas
na tabela 1.

Foi retirado o meio de cultura das microplacas e adicionados os tratamentos,
sendo 100 pL de cada tratamento, nos poc¢os correspondentes. Os controles
utilizados foram: controle negativo (meio sem soro) e o controle positivo (DMSO a
10%, diluido em meio sem soro). As microplacas foram encubadas, novamente, em
estufa a 37+2°C, na presenca de 5% de COg2, por 24 horas. Para 0os conservantes

metilparabeno e propilparabeno, foi necessario utilizar 5% de etanol para a
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solubilizacdo no meio de cultura. Para controle, foi realizado o teste de citotoxicidade
com o etanol nas mesmas concentracdes utilizadas para solubilizagdo dos
conservantes. Os valores obtidos foram descontados da citotoxicidade obtida pelo
metilparabeno e propilparabeno.

Apoés as 24 horas de tratamento, o meio foi retirado das microplacas, que
foram lavadas com 100 yL de PBS. Foram adicionados 100 pL da solucdo de MTT
em PBS (1 mg/mL) em cada poco. As placas foram encubadas por 3 horas em
estufa na presenca de 5% de CO2, a 37£2°C. Posteriormente, foi retirada a solucao
de MTT das microplacas e foram adicionados 100 uL de alcool isopropilico em cada
poco. Em seguida, foi realizada uma leve agitacao e verificagdo da solubilizacdo dos
cristais de formazana. As absorbancias foram avaliadas em leitor de placas (A = 595

nm).



Tabela 1. Conservantes e concentracdes utilizadas nos ensaios.

Conservantes Concentracdes utilizadas % (m/v) Concentracdo maxima %' Concentracédo usual %
Fenoxietanol 0,09 a 3,00. 1,0 0,10-0,70

Fenox/Mit 0,056 a 1,80. 0,607 0,40 — 0,602

CMit/Mit 0,00014 a 0,00450. 0,00150 0,00080 — 0,00150
Propilparabeno 0,006 a 0,200. 0,80 - 0,403 0,020-10,10
Metilparabeno 0,012 a 0,400. 0,80 - 0,403 0,050 — 0,250

1Concentracdo maxima estabelecida pela ANVISA (RDC 29/2012);
2Concentracdes recomentadas pelo fabricante;
30,4% (expresso como &cido) individual ou 0,8%(expresso como Acido) para misturas dos sais ou ésteres.
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Os resultados foram avaliados através do programa Excel 2016 e os gréaficos
foram plotados no software OriginPro 2016 9,3.

A porcentagem de células mortas foi calculada em relacdo ao controle
negativo, representando a citotoxicidade de cada tratamento, segundo proposto por
Zhang et al.?®® e, em seguida, foi determinada também a porcentagem de células
vivas e o ICso, conforme as formulas descritas a seguir.

Através das absorbancias obtidas pode ser calculada a % de células mortas e

a % de células vivas, onde:

% células mortas = leOO (1)
cn

Abscn: absorbancia do controle negativo;
Absam: absorbancia da amostra.

% células vivas = 100 — % células mortas  (2)

Para os conservantes metilparabeno e propilparabeno, a porcentagem de
células mortas obtidas com o tratamento com etanol foi descontada da porcentagem
de células mortas obtidas com estes conservantes, para que o resultado final
refletisse apenas a citotoxicidade real®.

Os ensaios foram realizados em, no minimo, 3 experimentos independentes.

4.3.2. Ensaio de irritacdo em modelo organotipico — HET - CAM (Hen’s Egg Test on

the Choriallantoic Membrane)

Os ovos férteis de galinha da raca Leghorn branca foram obtidos do criatorio
Méario Salviato Ovos Férteis, localizado em Porto Ferreira, SP.
O método utilizado corresponde a uma modificacdo do método descrito por

Luepke®? para o ensaio do potencial irritante e corrosivo, permitindo o estudo dos
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efeitos imediatos das substancias sdlidas ou liquidas na membrana do ovo de
galinha embrionado. Foi seguida a metodologia proposta pela ICCVAM®, com
adaptacoes.

Os ovos estavam frescos (postos a ndao mais que sete dias), limpos e
pesando entre 50 e 60 gramas. Os ovos que apresentavam qualquer variagdo na
casca foram descartados. Os que foram utilizados no ensaio foram incubados na
posicdo vertical sobre um suporte para ovos, de forma que a parte mais larga e
plana ficasse voltada para cima, em estufa de circulacdo de ar a 37,8 + 0,3°C e 70
2% de umidade relativa, por 10 dias.

No décimo dia de incubacéo, foi realizado o ensaio. Os ovos foram iluminados
com a ajuda de uma lampada incandescente. Ao iluminar os ovos, foi possivel
identificar os que estavam galados e marcar a camara de ar do ovo (local onde foi
feito o corte da casca).

Apés, foi realizado o corte na casca do ovo, evidenciando, assim, a
membrana da casca, que foi removida cuidadosamente, expondo a membrana cério-
alantoide. Em seguida, as membranas foram analisadas com a finalidade de
encontrar possiveis danos, o que poderia implicar na exclusdo do ovo no
experimento. Também foram descartados os ovos nos quais ndo havia embrido ou
em caso de morte (auséncia de respiracdo e mobilidade)®:.

Como controle positivo, os ovos foram tratados com solucdo de NaOH 0,1 N
como modelo de produto altamente irritante e no qual foram observados sempre os
trés parametros a serem considerados (hiperemia, hemorragia e/ou coagulacao).
Como controle negativo, os ovos foram testados com a solu¢cdo de NaCl 0,9% m/v
como modelo ndo irritante, para o qual ndo sdo esperados sinais de irritacdo na

membrana®®.
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As amostras testadas foram aplicadas na membrana corio-alantoide. Foram
utilizados 300 pL dos conservantes liquidos (fenoxietanol, mistura de Fenox/Mit e
mistura de CMit/Mit) e 100 pg para os conservantes solidos (propilparabeno e
metilparabeno).

Apoés a aplicacdo das amostras, as alteragcdes na membrana corio-alantoide
foram avaliadas por um periodo de 5 minutos®, e foi anotado o momento (tempo em
segundos) em que ocorreu 0 aparecimento dos sinais de irritagcdo, sendo que, nos
tempos 0,5, 2 e 5 minutos foram tiradas fotos para auxiliar a avaliagdo dos
resultados. Foram avaliados os seguintes critérios®:

e Hiperemia: aparecimento de capilares sanguineos que antes ndo eram
visiveis ou 0s que ja eram visiveis e ficaram mais vermelhos e intensos;

e Hemorragia: difusdo nitida de sangue no meio;

e Coagulacdo: mancha rosada (agregacdo de plaquetas) ou grumos
esbranquicados (coagulacdo de proteinas). E possivel, também, observar um
fendbmeno de opacidade total ou parcial da membrana.

No Quadro 2, estdo dispostos os valores utilizados para calcular o valor da
Pontuacdo de Irritacdo (PI). Os valores numéricos dependentes do tempo para
hiperemia, hemorragia e coagulacdo foram somados para dar um Unico valor
numeérico, indicando o potencial de irritagdo da substancia de teste em uma escala
gue varia de 0 a 21. Foram consideradas irritantes as substancias que obtiveram um
Pl igual ou superior a 9.

O teste foi considerado aceitdvel se o0s controles negativos e positivos
induzissem uma resposta que se enquadrasse na classificacdo de néo irritante e

irritante. A solugédo de NaCl 0,9% m/v foi considerada nao irritante se o valor da
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Pontuacéo de Irritacdo (PI) fosse 0,0 e a solugcdo de NaOH 0,1 N foi considerada
irritante se o valor de PI fosse 19,0.
Apés 0 ensaio, todos os ovos foram descartados em lixo branco para

posterior incineracao.

Quadro 2. Esquema de pontuacado para Teste de Irritacdo (método HET-CAM).

Pontuacéao
Fenbmenos 0,5 min 2 min 5 min
Hiperemia 5 3 1
Hemorragia 7 5 3
Coagulacao 9 7 5

Fonte: Maruno®3.

No Quadro 3, consta o indice utilizado para avaliar os fendmenos obtidos no
ensaio que vai de praticamente ndo irritante a irritante. Foram utilizados trés ovos de
galinha por amostra (controle positivo, controle negativo e conservantes), sendo que
as pontuacoes de cada fendbmeno, observadas para cada ovo, foram somadas para
o calculo da média aritmética. A partir desse valor, cada conservante testado foi

classificado.

Quadro 3. Pontuacéo referente aos fendmenos em funcdo do tempo.

indice HET-CAM Categorias

0,0a0,9 Praticamente ndo irritante
1,0a4)9 Ligeiramente irritante
50a8,9 Moderadamente irritante
9,0a21,0 Irritante

Fonte: Adaptado de Bernardi®*.
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5. Resultados

5.1. Avaliagdo da citotoxicidade dos conservantes em linhagem celular HaCaT,

HDFa e HepG2 através do método que utiliza o corante vital MTT

Este ensaio foi realizado para 0os conservantes propostos para este estudo
(fenoxietanol, Fenox/Mit, CMit/Mit, propilparabeno e metilparabeno), utilizando as
linhagens  celulares HaCat, queratinécitos humanos  metabolicamente
incompetentes, HDFa, fibroblastos humanos de adultos, e HepG2, célula de
carcinoma hepatocelular.

Na Tabela 2 estdo listados os valores de ICso para cada um dos conservantes
e linhagens celulares utilizados.

Foram testadas diferentes concentracfes dos conservantes (Tabela 1, item
4.3.1.) e construidos graficos de concentracdo versus porcentagem células vivas,
mostrados nas Figuras de 4 a 6. A partir destas curvas, foram obtidas as equacdes
das retas, que fornecem informagles suficientes para que sejam calculadas as
concentracbes de conservantes necessarias para provocar 50% de morte celular

(ICs0).
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Tabela 2. Valores de ICso obtidos nos ensaios de citotoxicidade em diferentes linhagens celulares.

Conservantes ICso % (m/v) HaCaT 1Cso % (m/v) HDFa 1Cs0 % (m/v) HepG2 Concentragcdo Concentracao
maxima %? usual %
Fenoxietanol 0,237 0,200 0,248 1,0 0,1-0,7
Fenox/Mit 0,156 ~0,056 0,119 0,6 0,4-0,6
CMit/Mit NT? NT? >0,0045 0,0015 0,0008 — 0,0015
Propilparabeno  ~0,200 >0,200 0,039 0,8/0,4 0,02-0,1
Metilparabeno >0,400 >0,400 0,062 0,8/0,4 0,05-0,25

!Concentragdo méaxima estabelecida pela ANVISA (RDC 29/2012);

2NT: ndo toxico.
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Figura 4. Curvas de viabilidade celular para linhagem HaCaT apos 24h de tratamento com os conservantes Fenoxietanol,

Fenox/Mit, CMit/Mit, Metilparabeno e Propilparabeno.
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5.2. Ensaio de irritacdo em modelo organotipico — HET - CAM (Hen’s Egg Test on

the Choriallantoic Membrane)

A membrana corio-alantoide do ovo de galinha é altamente vascularizada e
tem sido usada para avaliar o potencial irritante, expresso como pontuacdo de
irritacdo (PI) de matérias primas e/ou produtos cosméticos.

Na Tabela 3 estdo descritas as Pls e a respectiva classificacdo obtida por
cada conservante. Os fenbmenos observados foram avaliados a partir de uma

escala proposta no método (Quadro 3 - Item 4.3.2.).

Tabela 3. Classificacdo dos conservantes submetidas ao teste HET-CAM.

Conservantes Tempo? (s) Pl Classificacao
Fenoxietanol 21* 16 Irritante
Fenox/Mit 24* 10 Irritante

CMit/Mit 24* 5 Moderadamente irritante
Propilparabeno 300** 0 Praticamente n&o irritante
Metilparabeno 121* 6  Moderadamente irritante

Tempo, em segundos, em que ocorreu* ou ndo** a primeira alteracdo na membrana cério-

alantoide.

Nas Figuras 7 a 13 é possivel observar os fendmenos analisados na
membrana cdrio-alantoide apés o tratamento com os controles (negativo e positivo)

e conservantes.
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Figura 7. Avaliacdo do potencial de irritacdo na membrana coério-alantoide do

controle negativo NaCl 0,9% m/v, apos 0,5, 2, e 5 min. *ST: sem tratamento.
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Figura 8. Avaliacdo do potencial de irritacdo na membrana cério-alantoide do

controle positivo NaOH 0,1N, apés 0,5, 2, e 5 min. *ST: sem tratamento.

e e \
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Figura 9. Avaliacdo do potencial de irritacdo na membrana coério-alantoide do

conservante fenoxietanol, ap6s 0,5, 2, e 5 min. *ST: sem tratamento.
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Figura 10. Avaliacdo do potencial de irritacdo na membrana corio-alantoide do

conservante Fenox/Mit, apés 0,5, 2, e 5 min. *ST: sem tratamento.
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Figura 11. Avaliacdo do potencial de irritacdo na membrana cério-alantoide do

conservante CMit/Mit, apos 0,5, 2, e 5 min. *ST: sem tratamento.
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Figura 12. Avaliacdo do potencial de irritacdo na membrana corio-alantoide do

conservante propilparabeno, apés 0,5, 2, e 5 min. *ST: sem tratamento.
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Figura 13. Avaliacdo do potencial de irritacdo na membrana corio-alantoide do

conservante metilparabeno, apés 0,5, 2, e 5 min. *ST: sem tratamento.
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6. Discussao

6.1. Avaliacdo da citotoxicidade dos conservantes em linhagens celulares HaCaT,
HDFa e HepG2 pelo método do MTT

A avaliacdo da citotoxicidade dos conservantes usados neste trabalho
(propilparabeno, metilparabeno, fenoxietanol, mistura de metilcloroisotiazolinona e
metilisotiazolinona, mistura de fenoxietanol e metilisotiazolinona) foi realizada pelo
método que utiliza o corante vital MTT. Este corante, quando em contato com as
células, sofre metabolizacdo por suas mitocondrias formando cristais insolaveis de
violeta de formazana. Com isso, é possivel verificar a viabilidade celular” %7,

As linhagens celulares HaCat e HDFa foram escolhidas por estarem
presentes na epiderme e derme humana, ja que os cosméticos sdo produtos de uso
externo, aplicados topicamente sobre a pele®®.

A linhagem celular HepG2 foi utilizada para avaliar uma possivel
citotoxicidade hepatica, caso esses conservantes possam permear através da pele,
chegar a corrente sanguinea e apresentar uma atividade sistémica. Estas células
sdo caracterizadas pela alta capacidade de metabolizacdo de xenobioticos, ja que
apresentam atividade de véarias enzimas de fase | e fase Il, que desenvolvem papéis
importantes nos processos de ativacdo e detoxificacdo de pro—carcinbgenos
genotdxicos’8-69,

Os conservantes que apresentaram as maiores citotoxicidades foram a
mistura de fenoxietanol e metilisotiazolinona seguido pelo fenoxietanol, em todas as
linhagens celulares testadas. Em um estudo realizado por Anselmi et al.3” com esses
mesmos conservantes, mas em linhagem celular diferente (HL60), apresentaram
diminuicdo drastica da viabilidade celular no tempo zero, sugerindo morte subita das

células. Esse fato foi observado nas concentracbes de 1% para o fenoxietanol, fato
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preocupante, pois essa concentracdo € exatamente a maxima permitida pela
ANVISA; ou seja, poderia ser utilizada em um produto cosmético.

A elevada citotoxicidade da mistura de conservantes (Fenox/Mit) pode ser
atribuida a uma possivel interacdo entre as duas substancias levando a uma maior
toxicidade, que, inclusive, foi mais acentuada na linhagem HDFa (ICso0 ~0,056).

A mistura de conservantes metilcloroisotiazolinona e metilisotiazolinona néo
apresentou citotoxicidade nos ensaios realizados com HDFa e HaCaT, fato também
observado por Anselmi et al.” na concentragdo de 0,001%, com a viabilidade celular
em torno de 90%, efeitos citotoxicos para a metilisotiazolinona foram notados a uma
concentracdo de 0,1%, valor muito acima do maximo permitido para uso no Brasil,
que é de 0,0015% (RDC 29/2012)23. Nos ensaios realizados com a HepG2, foi
possivel notar uma diminuicdo da viabilidade celular (~73%) na concentragcdo mais
alta testada (0,0045%), em comparacdo com as linhagens HaCaT (~100%) e HDFa
(~95%), embora ndo tenha sido possivel calcular o ICso, pois as concentracdes
utilizadas néo foram capazes de causar 50% de morte celular. Essa diminuicdo da
viabilidade celular pode ter sido causada pelo metabdlito formado através da
metabolizacdo desses conservantes. Essa mistura de conservantes tem sido
relacionada a processos alérgicos, como no caso da dermatite de contato alérgica
induzida por cosméticos, fato relatado no trabalho de Laguna et al.*?2 onde 54 patchs
positivos foram relacionados a mistura de CMit/Mit, de um total de 315 patchs
positivos a 46 alérgenos diferentes.

Groot et al.** em seu estudo para determinar quais eram 0s componentes
presentes em cosmeéticos responsaveis por dermatite de contato, observaram que o
mais importante alérgeno cosmeético foi o sistema conservante composto por

metilsotiazolinona e metilclorosotiazolinona, que provocou reacdo em 33 pacientes
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(27,7%). Processos alérgicos que envolvem o sistema imunolégico ndo podem ser
observados no tipo de experimento realizado neste trabalho, uma vez que seria
necessaria a realizacédo de outros testes para verificar essa questdo’°.

Nos ensaios realizados com as linhagens celulares HaCaT e HDFa, os
parabenos apresentaram citotoxicidade; porém, os valores encontrados de ICso
estdo longe da concentracdo usual, 0 que garante uma faixa de seguranca.
Experimentos realizados por OISHI?” com o propilparabeno em ratos machos, foram
observadas alteracdes na funcéo reprodutiva, incluindo reducédo da quantidade de
esperma, diminuicdo da cauda do espermatozoide e dos niveis de testosterona.
Esses resultados foram encontrados em concentracdes muito elevadas (~1%), o que
nao reflete a concentracdo usualmente empregada em produtos cosméticos (0,02 —
0,1%).

Outros estudos’'72, também realizados pelo mesmo autor com os parabenos,
analisando seus efeitos sobre o sistema reprodutor de ratos sO apresentaram
resultados significativos em altas concentragdes, em torno de 1%. E, ainda, em outro
estudo de QOishi”® realizado com metil e etilparabeno, em ratos machos, para avaliar
o sistema reprodutor, ndo foram encontradas alteracdes na secre¢cao de hormoénios
sexuais ou na funcédo reprodutiva masculina em todas as concentragdes testadas.

Os conservantes metilparabeno e propilparabeno apresentaram efeitos
citotoxicos na linhagem celular HepG2. Os ICso obtidos foram, respectivamente,
0,062 e 0,039 mg/mL, valores que se encontram dentro da faixa da concentracao
usual, 0 que ndo € desejavel, pois poderiam causar alguma reacdo adversa. A
elevada citotoxicidade pode ter sido causada por um metabdlito ativo comum dessa

classe de conservantes.
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Em estudo realizado por Aubert et. al.! usando propil, metil e butilparabeno
por via oral, subcutanea e tépica, os resultados ndo foram preocupantes o que
permitiu, aos autores, concluir que o uso dessa classe de conservantes é seguro,
pois os resultados observados ndo apresentaram alteracdes significativas.

Outro estudo realizado por Janjua et al.”* em humanos, sugeriu a presenca de
vestigios de parabenos intactos, em plasma humano, apos aplicacéo tépica. Existe
uma grande divergéncia de opinides, quanto ao uso ou ndo dos parabenos e é
importante assegurar que ndo ocorra a permeacao evitando, assim, possiveis efeitos
sistémicos.

Foram divulgados diversos estudos sobre uma possivel acdo estrogénica dos
parabenos relacionados a tumores de mama3* ’>78 embora apenas trés parabenos
(butil, isobutil e benzilparabeno) demonstraram atividade estrogénica em um teste
realizado in vivo. No entanto, a poténcia estrogénica desses parabenos é de uma
ordem de magnitude menor do que o estrogénio. Uma relacdo causal entre a
exposicdo a estes conservantes e um efeito adverso sobre a saude humana nao foi
estabelecida, necessitando, assim, de estudos complementares que possam garantir
0 uso seguro desses conservantes, que sao utilizados ha tantos anos e possuem
uma excelente atividade antimicrobiana.

Experimentos realizados por Roper et al.%¢ em ratos e em célula de difuséo
com pele humana demostraram que a permeacdo in vivo e em in vitro do
fenoxietanol foi rapida e completa dentro de 24 horas. O fato encontrado é
preocupante, pois no presente trabalho o fenoxietanol apresentou uma elevada
citotoxicidade nas trés linhagens celulares testadas, o que poderia gerar danos

celulares nos usuarios de cosméticos contendo esse conservante.
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Nao foram encontrados dados na literatura, avaliando a citotoxicidade dos
conservantes cosmeéticos testados neste estudo, nas mesmas culturas celulares

utilizadas (HaCaT, HDFa e HepG2), ressaltando a importancia do trabalho realizado.

6.2. Ensaio de irritacdo em modelo organotipico — HET - CAM (Hen’s Egg Test on

the Choriallantoic Membrane)

A membrana corio-alantoide do ovo de galinha € uma estrutura muito
vascularizada, utilizada pelo embrido para as trocas gasosas através da casca do
ovo. Sua caracteristica estrutural faz com que seja considerada similar aos tecidos
altamente vascularizados, como a conjuntiva de coelhos, sendo capaz de responder
frente a produtos irritantes. O objetivo do ensaio é avaliar semiquantitativamente o
potencial irritante de um produto ou matéria prima sobre a membrana cério-alantoide
de ovo embrionado de galinha, no décimo dia de incubacao. Esse método é validado
internacionalmente, aceito pela legislacdo francesa e indicado pela ANVISA na
avaliacdo da seguranca de produtos cosméticos e farmacéuticos®® 79-81,

O ensaio HET-CAM foi escolhido por ser um método alternativo ao uso de
animais, possuir baixo custo e tempo de resposta rapido. Este ensaio surgiu como
alternativa viavel ao ensaio de Draize®3, realizado em coelhos para mensurar a
irritac@o ocular de produtos cosméticos. Com a proibicdo dos ensaios em aninais em
diversas partes do mundo e seguindo os principios dos 3R’s, € necessaria a
utilizacdo dos modelos in vitro, e desenvolvimento e validagdo de novas
metodologias que possuam resultados equivalentes aos obtidos in vivo.

A irritagdo pode ser definida como intolerancia local podendo corresponder a

reagOes de desconforto, variando sua intensidade desde ardor, coceira e pinicacgao,
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podendo chegar até a corrosdo e destruicdo do tecido. Todas estas reacdes estao
restritas a area em contato direto com o produto®?.

Os conservantes considerados irritantes foram o fenoxietanol (Pl: 16) e a
mistura de fenoxietanol e metilisotiazolinona (Pl: 10). Foram observados, na
membrana corio-alantdide, os fenémenos hiperemia, hemorragia e coagulacéao,
demonstrando, assim, o alto potencial de irritacdo desses conservantes. A mistura
de metilcloroisotiazolinona e metilisotiazolinona (Pl: 5) e o metilparabeno (PI: 6)
foram considerados moderadamente irritantes, pois somente os fendmenos
hiperemia e hemorragia foram observados. O propilparabeno (PI: 0) foi considerado
praticamente ndo irritante, uma vez que foi possivel visualizar os vasos sanguineos
da membrana cori¢-alantoide sem sinais de irritacdo, semelhante ao que ocorreu no
controle negativo.

CMit/Mit e os parabenos, sdo utilizados em concentragcbes muito baixas, o
que poderia diminuir os efeitos toxicos quando solubilizados em um produto
cosmetico.

A importancia do HET-CAM como instrumento de triagem de
formulacBes/matérias primas pode ser demonstrada por meio do grande nimero de
publicacdes que utilizam este teste com boa habilidade para diferenciar substancias
irritantes e nao irritantes®? 82-86,

Wilson e Steck®’ aplicaram o ensaio de HET-CAM modificando a pontuagéo
do fenbmeno de irritacdo para varios extratos de plantas (ndo divulgados) com a
finalidade de obter uma lista de extratos vegetais ndo irritantes, com um teste de
baixo custo e que pudesse servir como parametro classificatorio para os testes

clinicos subsequentes. Paralelamente ao teste do HET-CAM, realizaram estudos em
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voluntarios humanos e os resultados obtidos in vivo foram similares aos resultados
obtidos do ensaio de HET-CAM.

Berthet et al.?* realizam ensaios de permeacgdo ex vivo com a mistura de
conservantes CMit/Mit em um creme e em solucdo aquosa. Foram observados
alguns sinais de irritacdo por histologia, especialmente em concentracdes mais
elevadas (CMit 750 ug/mL e Mit 250 ug/mL), em solugdo aquosa. CMit/Mit tem sido
mais relacionados a processos alérgicos, como agente sensibilizante40-42,

Derouichea e Abdennour®? utilizaram o método HET-CAM para avaliar o
potencial de irritacdo ocular de xampus, visando a utilizacdo desse método em
paises em desenvolvimento, por ser um ensaio de baixo custo, rapido e alternativo
ao uso de animais. Foram avaliados seis xampus, sendo quatro para uso adulto e
dois para uso infantil. Foram realizadas diversas diluicbes com as amostras, para
adequacdo do método. Com os resultados obtidos, foi verificado que todos os
xampus (para adultos e de uso infantil) produziram irritagdo grave ou moderada em
concentracdes superiores ou iguais a 25% e, quando utilizada uma concentragéao de
10%, os valores obtidos foram semelhantes. Os autores puderam concluir que o
teste HET-CAM foi uma maneira confidvel e pratica de avaliar o potencial de
irritacdo, mas € necessario realizar mais testes para confirmar as condi¢cdes de
aplicacao e os critérios de avaliacdo do ensaio.

N&do foram encontrados estudos que analisaram o potencial de irritacao
atraves do método HET-CAM dos conservantes propostos neste trabalho,
evidenciando, assim, a importancia dos resultados obtidos com esse ensaio. Os
produtos cosméticos sdo de livre acesso e utilizados por milhdes de pessoas

diariamente, portanto é necessaria a avaliacdo da sua seguranca e de suas
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respectivas matérias primas, a fim de que os consumidores desses produtos possam

usa-los com o menor risco possivel de reacdes indesejadas.
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7. Conclusao

Os resultados obtidos no ensaio de citotoxicidade foram semelhantes ao
ensaio HET-CAM, onde os conservantes mais citotoxicos nas trés linhagens
celulares analisadas, fenoxietanol e mistura de fenoxietanol com metilisotiazolinona
foram, também, os considerados mais irritantes.

O fenoxietanol apresentou elevada citotoxicidade nas linhagens celulares
analisadas (HaCat ICso: 0,237 mg/mL; HDFa ICso: 0,200 mg/mL; HepG2 ICso: 0,248
mg/mL). No ensaio HET-CAM, foi considerado irritante (PI: 16).

A mistura de fenoxietanol e metilisotiazolinona também apresentou elevada
citotoxicidade nas linhagens celulares analisadas (HaCat ICso: 0,156 mg/mL; HDFa
ICs0: ~0,056 mg/mL; HepG2 ICso: 0,119 mg/mL). No ensaio HET-CAM, foi
considerado irritante (PI: 10).

A mistura de conservantes CMit/Mit apresentou pouca citotoxicidade nas trés
linhagens celulares analisadas. A viabilidade celular foi mantida entre 85 a 100%, na
concentracdo maxima de uso permitida pela ANVISA, de 0,0015% (RDC 29/2012).
No ensaio HET-CAM, foi considerada moderadamente irritante (PI: 5).

Os parabenos, propilparabeno (HaCat ICso: ~0,200 mg/mL; HDFa ICso: >0,200
mg/mL) e metilparabeno (HaCat ICso: >0,400 mg/mL; HDFa ICso: >0,400 mg/mL),
também apresentaram resultados satisfatérios nos ensaios de citotoxicidade, exceto
na linhagem HepG2, na qual os valores de I1Cso: 0,039 mg/mL para o propilparabeno
e 0,062 mg/mL para o metilparabeno, ficaram dentro da concentragao usual 0,02 —
0,1% e 0,05 — 0,25%, respectivamente. No ensaio HET-CAM o propilparabeno foi
considerado praticamente nao irritante (Pl: 0) e o metilparabeno moderadamente

irritante (PI: 6).
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Diante destes resultados, foi possivel concluir que os conservantes CMit/Mit,
propilparabeno e metilparabeno apresentaram resultados que viabilizam sua
continuidade como conservantes em cosmeéticos, porém € necessaria a realizacao
de outros ensaios para avaliar de maneira mais precisa a seguranca desses

conservantes, assim como para 0s demais conservantes testados.
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