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Resumo

Atualmente, ensaios bioldgicos tém sido utilizados para avaliagdo da seguranca de produtos cosméticos e
gerado diversas discussGes acerca do tema. Com o intuito de minimizar o sofrimento causado aos animais,
tém-se buscado a validacdo de metodologias in vitro que sejam eficazes na determinagdodo potencial toxico
e garantam a seguranca desses produtos e correlatos. O presente trabalho tem como objetivo descrever
algumas técnicas in vitro utilizadas para avaliar o potencial toxicolégico de produtos cosméticos disponiveis
no mercado. Ao realizar as pesquisas bibliograficas, observou-se que ha diversos tipos de testes in vitro que
sdo realizados a fim de avaliar a toxicidade de produtos cosméticos, sendo esses uma alternativa ao uso de
animais para o mesmo objetivo; no entanto, verificou-se que os testes in vitro sdo eficazes porém pouco
eficientes quando comparados aos testes in vivo e por isso os animais ainda sejam tdo utilizados em
laboratério. Portanto, é necessarioque a comunidade cientifica se concentre para que sejam realizados
novas pesquisas acerca do tema, para que sejam criados novos testes com eficacia maior ou que sejam
otimizados os testes ja existentes, para que ao longo do tempo possa ser extinto o uso de animais para
testes em laboratério garantindo a seguranga dos produtos testados.

Palavras-chave: Testes in vitro. Cosméticos. Toxicidade.sem o uso de animal

Abstract

Actually, to accessthe safety of cosmetic productsnon-free animal assays have beenused, causing several
discussions about it. Trying to minimize the suffering caused to those animals, hadhad been sought for a
validation of an in-vitro methodologies that are effective in determining the toxic potential and the safety of
these products. This paper aims to describe some techniques used in vitro to evaluate the toxicological
potential of cosmetic products, available in the market. During the bibliographical studies, were found that
there are several kinds of in-vitro tests that could be conducted to evaluate the toxicity of cosmetics, as an
alternative to the use of animals for the same purpose. However, it was found that in vitro tests are
effective but inefficient when compared to in vivo tests and so the animals are still often used in the
laboratory. Therefore, it is necessary that the scientific community focus for new research on this subject, so
possibly brand new tests can be created, or the existing one may be improved aim the extinction of animals
use and the safety of the products.

Key-words: In vitro assay, cosmetics, toxicity, non-animal
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Introdugao

A ciéncia cosmética vem evoluindo muito devido a contribuicdo e parceria de
varias areas das ciéncias bdsicas e aplicadas, entre elas a Farmacologia, Dermatologia,
Histologia, Anatomia, Fisiologia, Microbiologia, Bioquimica, Quimica e Fisica. Seus
aspectos tecnoldgicos tém sido extraidos, muitas vezes, de outros segmentos da industria,

especialmente o farmacéutico (LEONARDI, 2008).

O Brasil tem se tornado um dos maiores investidores e consumidores de produtos
cosméticos do mundo (CHIARIet al, 2012). Com isso, a cada dia surgem novas matérias-
primas de diferentes origens e purezas disponiveis no mercado, e consequentemente
aumenta a probabilidade de aparecimento de rea¢Ges adversas a novas substancias; e por
isso se faz necessario que os fabricantes garantam a seguranga de seus produtos

(CHORILLIet al, 2009).

N3do é comum os produtos cosméticos estarem associados a sérios danos a saude;
entretanto, isso ndo significa que produtos cosméticos sejam sempre seguros,
especialmente considerando os efeitos a longo prazo. Partindo do pressuposto de que
estes produtos podem ser usados extensivamente durante um amplo periodo de nossa
vida, é extremamente necessdrio garantir a seguranca e eficacia dos mesmos, através do

controle da toxicidade do produto final e dos seus ingredientes (ANVISA, 2002).

O potencial irritante de diversos produtos e substancias quimicas de uso tdpico é
avaliado desde a década de 1940 por meio de experimentos com animais de laboratoério.
Alguns dos ensaios adotados com o objetivo de determinar o grau de irritabilidade,
chamados de testes de irritagao ocular ou cutanea, foram descritos inicialmente por John

H. Draize, ainda hoje adotados mundialmente por 6rgaos oficiais. (OLIVEIRAet al,2012).

No Brasil, a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria) estabeleceu normas
e procedimentos para o registro de Produtos de Higiene Pessoal, Cosméticos e Perfumes

por meio da Resolucdo da Diretoria Colegiada n2 79 de 2000; no qual exige que o
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fabricante responsavel pelo produto cosmético empregue recursos técnicos e cientificos a
fim de garantir a qualidade do produto para o cliente bem como cumpra com o direito do

consumidor, principalmente sua saude (ANVISA, 2000).

Apods o estabelecimento da RDC n°® 79/00, houve um grande avan¢o no que diz
respeito a jurisdicdo do uso de animais em testes biolégicos. Atualmente existem diversos
orgaos que controlam o uso de animais em experimentos, como por exemplo, os comités
de ética responsdveis pela avaliacdo e aprovacdo de projetos de pesquisa com animais. O
decreto n° 6.899/09 dispde sobre a composicdo do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA), eestabeleceu normas para o seu funcionamento e de
sua Secretaria-Executiva, sendo criado o Cadastro das Instituicdes de Uso Cientifico de
Animais - CIUCA, mediante a regulamentac¢do da Lei n°11.794/08, que dispde sobre

procedimentos para o uso cientifico de animais (BEDNARCZUKet al, 2010).

Os ensaios bioldgicos in vivo utilizados para avaliacdo de seguranca e eficacia de
produtos cosméticos tem gerado cada vez mais criticas devido ao sofrimento gerado aos
animais. Diante disso, o meio cientifico tem buscado diversas alternativas para minimizar
estes problemas, como a validacdo de metodologias in vitro, que sejam capazes de
determinar o potencial téxico de ingredientes presentes nos produtos cosméticos.

(CHORILLI et al, 2009).

Em 1959, Russel eBurch introduziram a politica dos 3 Rs(CHORILLIetal, 2009).Esse
programa é denominado 3 Rspois significa Reduction (Redugdo), Refinement
(Refinamento) e Replacement (Substituicdo) da experimentacdo animal, e busca métodos
alternativos in vitro para a realizacdao dos testes em produtos com potencial téxico

(BEDNARCZUKet al, 2010; MOURAet al, 2012).

Com o intuito de minimizar tais discussdes, tém sido criadas varias abordagens
alternativas a fim de validar metodologias in vitro para determinacdo do potencial toxico
de ingredientes presentes nos produtos cosméticos; no entanto, os relatos de literatura

mostram que tais metodologias ndao foram suficientemente validadas para uso, portanto a
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maioria dos métodos alternativos ainda ndo sdo 100% confidveis (WORTH eBALLS, 2002).
Por isso, o objetivo dessa revisdao foi analisar artigos que contivessem metodologias
alternativas ao uso de animais, que poderiam ser aplicadas para avaliacdo da seguranca

de produtos cosméticos na industria.

Metodologia

Realizou-se uma revisdo sistematica da literatura para pesquisar artigos
contendoostestes disponiveis para se averiguar seguranca e eficacia de compostos
cosmeéticos e correlatos que sdo livres do uso de animais. Para a pesquisa foram utilizados
as plataformas: Pubmed, Lilacs e Medline. Como critério de inclusdo o artigo deveria ser
em portugués ou em inglés, ser do ano de 2000 a 2013 e nao utilizar animais na

metodologia apresentada.

Foram utilizadas as seguintes palavras-chave: pele artificial, artificial skin, potencial
de irritacdo ocular, eyeirritationin-vitroskinsensitization, irritation, sensibilidade pele
irritacdo ,methodin vitro irritationandsensitization , métodos in vitropara testes em
cosméticos ,phototoxicityin-vitrophotosafetyin  vitro, photosafety , teste de
fototoxicidade, teste de atividade mutagénica e genotoxicitytestingcosmetics. Foi utilizado

o conector AND para todas as palavras chave.

Resultados e Discussao

1) Teste de irritagdo e sensibilidade da pele

O teste padrdo para avaliar o potencial de irritabilidade de um composto em
animais foi publicado por Draize et al. (1944) e o protocolo do teste permanece inalterado
em sua esséncia (CHIARI et al, 2012; BEDNARCZUK et al, 2010; MOURA et al 2012). No
entanto, o modelo descrito por ele utiliza animais vivos que sdo submetidos a testes com

produtos cosméticos a fim de obter resultados que avaliem o grau de irritabilidade e
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corrosdo na pele (CHORILLI et al, 2009). Com o intuito de manter o grau de precisdo dos
testes in vivo, vdrios pesquisadores buscaram métodos alternativos que fossem eficazes
tanto quanto em modelos in vivo. Varios métodos in vitro foram desenvolvidos até os dias

atuais(CHORILLI et al, 2009; CHIARI et al, 2012).

No trabalho de Eun e Suh (2000) foi afirmado que embora a maioria dos modelos
in vitro para verificagdo de irritagdo cutdnea apresente grande numero de estruturas
celulares da pele humana, como os fibroblastos da derme e os queratindcitos da
epiderme, eles ndo contém outros tipos de células que estdo envolvidas no mecanismo de
inflamacdo da pele in vivo, como vasos sangliineos endoteliais e células inflamatdrias, o

que dificulta o emprego destes métodos em substituicdo ao teste de Draize.

Entre os métodos utilizados para verificagdo in vitro de irritacdo da pele em
cosméticos, varios artigos tém realizado estudos baseados em duas técnicas: o TER™e o
EPISKIN™. Essas duas técnicas sdo certificadas pelo Centro Europeu de Validagdo de

Métodos Alternativos -ECVAM- (SPIELMANNet al, 2007).

No TER, a substancia ou produto a ser testado é aplicado durante 24 horas em
discos de epiderme de ratos. Tais discos sdo preparados a partir da pele dorsal de animais
sacrificados.A pele é colocada sobre a extremidade de um tubo de politetrafluoroetileno,
com o cuidado de garantir que a superficie epidérmica esteja em contato com o tubo. A
pele é fixada na extremidade do tubo com borracha e elimina-se o tecido em excesso.
Para cada substancia a ser testada, sao utilizados trés discos depele da epiderme de ratos.
A substancia teste é entdo removida por lavagem com jato de dgua (até 309C). Antes de
medir a TER, adiciona-se etanol 70%, com posterior hidratagdo com solugao de sulfato de
magnésio (154mM). Embora a concentragdo de alcool utilizada seja muito alta e com
possibilidade de agredir a pele, ele é adicionado com o objetivo de reduzir a tensdo
superficial. A TER é entdo medida usando uma corrente alternativa de baixa voltagem,
sendo os eletrodos colocados de cada lado do disco de pele para medida da resisténcia
elétrica em KW/disco de pele. Identifica-se se um material é corrosivo pela sua capacidade

em danificar a integridade do estrato cérneo e da barreira funcional da pele. Se o valor de
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TER for < 5 KW, a substancia teste é corrosiva. Se TER for > 5 KW, a substancia ndo é

corrosiva (CHORILLIet al, 2009).

Atualmente, no teste EPISKIN™, a substdncia ou produto acabado é aplicado
topicamente por mais de 4 horas num modelo de cultura de tecido, composto por
epiderme e estrato cérneo funcional. Identificam-se os materiais corrosivos pela
capacidade de diminuicao na viabilidade das células abaixo de niveis definidos em
periodos de tempo especificos (CHORILLI et al, 2009). A viabilidade das células é avaliada
pela medida da atividade mitocondrial, através de corante MTT (3-(4,5 dimethylthiazole-
2yl)-2,5 diphenyltetrazoliumbromide) que forma um precipitado azul (formazan) sobre as
células viaveis, o qual é quantificado por espectrofotometria em comprimento de onda
entre 545 e 595 nm. O controle negativo do valor de densidade dptica representa 100%
de viabilidade celular. Os valores obtidos para cada amostra podem ser usados para
calcular uma porcentagem de viabilidade em relagdo ao controle negativo (STITZELet al,

2002).

Nos anos 2002 a 2004, o protocolo de testes in vitro EPISKIN © foi desenvolvido e
otimizado (KANDAROVAet al, 2005) . Apds a recomendacdo do Centro Europeu de
Validacao de Métodos Alternativos (ECVAM) em melhorar os testes in vitro para que
pudessem substituir testes in vivo, foi protocolado que esse testedeveria utilizar pele
humana reconstituida, no qual fosse constituido de células epiteliais (queratindcitos,
melandcitos) para que o teste possa ser avaliado e validado a fim de obter resultados mais

seguros (SPIELMANNet al, 2007).
2) Uso de pele artificial para ensaios in vitro em cosméticos

O uso de pele artificial pode ser uma 6tima alternativa a ensaios biolégicos que
utilizam animais para testar diversos tipos de irritacdo da pele, fototoxicidade e também
genotoxicidade(HU, 2009). O desenvolvimento do modelo de pele humana deve permitir
gue ensaios in vitro de sensibilizacdo possam ser utilizados para realizar testes de

produtos cosméticos e farmacéuticos ja acabados (MCKIM et al, 2012).
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Este tipo de pele artificial oferece varias vantagens quando comparadas a métodos
que utilizam apenas culturas em monocamadas de queratindcitos, pois nele é possivel
testar componentes com baixa solubilidade em 3agua, além de que suas respostas a

irritacdo sdo bem mais similares a respostas in vivo(MACNEIL, 2007).

Pesquisa realizada com um modelo de pele humana (EpiDerm 3D), avaliou o seu
potencial para utilizagdo em testes de genotoxicidade em substituicdo aos ensaios de
genotoxicidade em animais. O modelo possui 200 constru¢des de tecido, que sdo
equivalentes a 0,64 cm2 de pele humana,assemelhando-se a epiderme humana normal,
foi realizado com culturas EpiDerm construidas utilizando prepucio derivado de
gueratindcitos epidérmicos humanos a partir de quatro doadores diferentes. Os
resultados foram bastante promissores, portanto esse método pode fornecer um sistema
biologicamente mais relevante do que os outros métodos in vitro usados atualmente(HU,

2009).

Pesquisas realizadas com as peles do modelo MatTek e SkinEthic. O sistema foi
testado avaliando produtos quimicos que estdo associados com a fabricacdo de
dispositivos médicos. Em todos os casos, os modelos de pele humana foram melhores que
o modelo in vitro de queratindcito humano, que utiliza a célula HaCaT, previamente
avaliada. Este estudo demonstrou que, utilizando modelos de pele humana reconstruida,
é possivel avaliar extratos ndo polares a partir de dispositivos médicos e produtos

acabados de baixa solubilidade(MCKIM et al, 2012).

3) Teste de irritagao ocular

Alguns ensaios in vitro sdo sugeridos pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) no Guia para Avaliacdo de Seguranca de Produtos Cosméticos e podem ser
utilizados para fornecer informacdes a respeito da seguranca do produto em nivel ocular.
(CHIARIet al, 2012). Como ha mais de um mecanismo de irritacdo ocular, varios grupos de

pesquisadores propdem a utilizacdo de métodos alternativos in vitro para a determinacao
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da irritabilidade oftalmica, tais como o teste de membrana cério-alantdide do ovo de
galinha (HET-CAM) e ensaio de permeabilidade e opacidade corneal bovina (BCOP)
(CHORILLIet al, 2009). Consequéncias graves podem resultar da irritacdo ocular, incluindo
danos permanentes nos olhos, dai a importancia da realizagcdo de testes prévios ao uso

humano (GRINDONet al,2008).

O objetivo do HET-CAM ¢é avaliarsemi-quantitativamente o potencial irritante de
um produto sobre a Membrana Cério-Alantdide de ovo embrionado de galinha, no décimo
dia de incubacdo(ANVISA, 2013). Uma pesquisa realizada utilizou 4 ovos fertilizados de
galinha da racga Leghorn, livres de patégenos especificos, por produto testado. No décimo
dia de incubacdo foi removida a casca do ovo ao redor da cdmara de ar, evidenciando,
assim, a membrana da casca. Esta foi removida cuidadosamente, e a membrana cério-
alantoide foi exposta, sendo aplicados nesta ultima 300 uL do produto. Depois de 20
segundos de contato, o produto foi removido, lavando-se a membrana cdério-alantoide
com solucgdo salina isotonica a 37 °C. Durante 5 minutos, a membrana foi examinada e as
reagOes fisiolégicas observadas e graduadas. O ensaio apresentou 80% de precisdao

(OLIVEIRAet al,2012).

O objetivo do BCOP é avaliar quantitativamente o potencial irritante de um
produto ou de uma substancia quimica apds aplicagao sobre a cérnea isolada de bezerro.
(ANVISA, 2013). O ensaio é baseado na medida da opacidade apds o contato com o
produto teste, que é realizada com o auxilio de um opacitdmetro, e baseia-se também na
medida da permeabilidade da cdrnea de bezerro, realizada conforme o tempo de contato,
adicionando fluoresceina. Obtém-se entdo uma escala que considera os fendmenos

observados (ANVISA,2013).

Os olhos bovinos sdo colhidos logo apdés a morte do animal, e colocados em
solucdo salina fria. As cérneas sdo cuidadosamente examinadas a fim de selecionar
aquelas que nao tém nenhum tipo de lesdo, e estas sdao colocados na cdmara de BCOP
especial juntamente com o meio essencial minimo (MEM) que permanece em contato

com o epitélio e endotélio da cérnea. Apds incubacdo durante 1 hora a 32 ° C, uma leitura
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inicial da opacidade (pré-teste) é realizada utilizandoopacitometro. O ensaio de
permeabilidade é feito através da medicdo da passagem do marcador através de
fluoresceina da cérnea. Uma média da amostra é feita a partir da cdmara posterior e
medida espectrofotometricamente (490 nm) para determinar a quantidade de
fluoresceina disponivel. Diferentes valores de densidades dpticas sdo medidas pela
quantidade de fluoresceina que permeia através da cdrnea e acumula na camara
posterior. A intensidade da resposta aumenta com a quantidade de fluoresceina através

da cérnea (CAZEDEYet al,2009).

O BCOP oferece diversas vantagens, como a redu¢ao do tempo de ensaio e baixo
custo, além de proporcionar a avaliacao histolégica de tecido da cdérnea, e a quantificacdo
da permeabilidade. E o primeiro método alternativo cientificamente validado para ser
usado como um teste para a seguranca dos olhos pelas agéncias reguladoras dos EUA

(CAZEDEYet al,2009).

4) Testes de Fototoxicidade

A fototoxicidade pode ser definida como uma reagdo téxica sistema ou tépica de
guimicos, que pode afetar tecidos como olhos ou mucosos, e ocorre apds exposicdo a luz
natural ou artificial. Compostosfototdxicos podem ser encontrados em diversos produtos
farmacéuticos como cosméticos, estes compostos quando excitados pela radiacdo ultra
violeta (UV), pode provocar irritacdo, alergia e/ougenotoxicidade. Por causa da proibicdo
de testes de cosméticos em animais, a utilizagdao de testes de fotosegurangain-vitrocomo
o teste de absor¢ao do vermelho neutro ou o de espécies reativas de oxigénio podem
pode ser de grande valia para informac¢des quanto ao perfil fotoquimico dos compostos

testados. (ONOUE et al, 2013).
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6.1) 3T3 teste de fotoxicidade de absor¢do do vermelho neutro (3T3 Neutral

RedUptaketest — 3T3 NRU PT).

Este teste in-vitro ja foi descrito pela Economic, co-operation,anddevelopment
(OECD). FibroblastosBalb/C 3T3 sdo cultivadas em cultura por 24 h até formagdo de
confluéncia, e entdo inoculadas em uma nova cultura para o teste do composto, este teste
deve ser feito em varias concentragdes do composto, as placas controle sdo mantidas em
condi¢Bes escuras e as outras placas sdo exposta a 5 J/cm? de radiagdo UVA. Apds uma
hora o meio de tratamento é reposto por um meio novo e entdo apds 24 h de incubacdo a
viabilidade celular é determinada pela absor¢do do vermelho neutro por 3 h. Esta
absorcdo é mensurada em 540nm. Apds os testes se calcula o fator foto irritante

(photoirritationFactor - PIF) como se segue: (EUROPPEANCOMMUNITIES, 2008).

PIF = IC.,(abstencdo de radiacio UV)

IC., (presenca de radiacdo UV)

Nesta equacdo IC50 é a concentracdo do composto que diminuiu a viabilidade
celular em 50% quando comparadas as células controles. PIF 22 s3o considerados como

compostos possivelmente fototdxicos.:(EUROPPEAN COMMUNITIES, 2008).

Em estudos de S. Onoue testando o método 3T3 NRU PT com 51 quimicos com
conhecida fototoxicidade ou ndo, sendo estes 33 cosméticos e 18 nao-cosmeéticos,
conseguiu uma predicdo de sensibilidade e especificidade, para casos positivos e

negativos, de respectivamente 79.4%, 100%, 100% e 70.8%. (ONOUEet al, 2013).

5) Testes de espécies reativas de oxigénio

O teste de espécies reativas de oxigénio (ERO’s) foi desenvolvido para se ter uma

ideia da reatividade a luz, de substancias farmacéuticas. O principios do teste de ERO’s é
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de encontrar reagdes fotoquimicas do tipo | ou do tipo Il, quando estas substancias sdao

expostas a luz do sol. (ONOUE e TSUDA, 2006).

Reacdo do tipo |, é quando o elétron ou o hidrogénio transferem a energia da
absorcdo da radiagdo solar em espécies radicalares. E as reagdes do tipo Il transferem essa
energia da molécula excitada para o oxigénio ou para outra biomolécula. Essas reacdes
fotoquimicas podem dar origem a ERO’s como oxigénios singletes e superéxidos, e estes

podem ser mediadores da fototoxicidade da substancia. (ONOUE e TSUDA, 2006).

A radiagdo deste teste de ERO’s deve ser similar ao espectro de luz solar, as
amostras devem estar a 252C com uma irradia¢do de ca 2.0 mW/cm?, este ensaio ¢é feito
tanto para a deteccdo da formacdo de oxigénios singletes quanto os superdxidos. Para
monitorar a geracdo de oxigénios singletes as amostras devem conter o composto que
estd sendo testado e o imidazol que trabalha como um aceptor seletivo de ERO’s, a
absorcdo é mensurada na faixa de 440 nm. Para a determinacdo de superéxidos o
composto testado e o nitrobluetetrazoliumsdo colocados juntos ao meio e a absorcao

mensurados na faixa de 560nm. (ONOUEet al, 2013).

Ja foi demonstrado uma reprodutibilidade Inter laboratorial do teste de ERO’s de
predicdo de compostos fototoxicos e ndo fototoxicos de 100% e 70% respectivamente, e a
predicao positiva e negativa para 3 laboratdrios diferentes onde alcangou-se 75.9% —
91.7% e 100% respectivamente.(ONOUE e TSUDA, 2006). Em outro teste foi utilizando
esta técnica conseguiu uma predigao de 59% entre 34 substancias conhecidamente por
serem fototoxicas, e este também discute que a concentracdo neste teste é muito
importante, pois existem substancias que em pequenas concentragdes nao suficientes

para se conseguir mensaruras os ERO’s.(ONOUEet al, 2013).

6) Testes de genotoxicidade

Os testes de mutacdes do material genético podem ser vistos em diversas esferas,

como ao nivel do gene, em quebras de cromossomos ou rearranjo (clastogenia), e uma
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aberragdo no numero dos cromossomos. Devido a esta extensa faixas de mutagdes é
dificil para um Unico teste poder detectar todas elas, por isso o Comité cientifico para a
seguranca do consumidor (ScientificCommitteeonConsumerSafety - SCCS, mantido pela
EuropeanComission), optou por mais de um teste para garantir que o produto testado é

ou ndo genotoxico. (SCCP, 2009).

A SCCS recomenda 2 testes para mutacdo de genes (teste de reversao da mutagao
da bacterias— Bacteriareversedmutationassay“Ames” e o teste de mutagao genica em
células de mamiferos — in vitro), um teste utilizando micronucleos, in vitro

(micronucleustest -MNT) para se prever clastogenia e aneugenia.(SCCP, 2009).

6.1) Teste de reversao da mutagao de bactérias — Ames

Para este teste deve ser utilizado cepas de Salmonellatyphimurium e E. coli, estas
cespas sao dependentes de aminoacidos e na falta de uma fonte de histidina, as células
dessas cepas ndo podem crescer na forma de col6nias. Se houver algum crescimento em
placa significa que houve uma reversdao da mutagdo, essa reversao pode ser espontanea
ou induzida com a substancia teste se a diferenca das col6nias testes para o controle for
de < 1.6x sem aparente curva dose resposta o resultado deste teste deve ser negativo, se
for >1.6x <1.9x deve ser considerado indeterminado e >2.0 deve ser considerado como

sendo o testado uma substancia com potencial mutagénico.(KIRKLAND, 2005).

Kirkland et al, testou 541 conhecidos carcindgenos e 318 conhecidos nao
carcinégenos em roedores, e deste ele obteve com o Ames uma sensibilidade de 58.8%
em predizer a mutagénicidade destes compostos e uma especificidade de 73.9%. (OECD,

2007).
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6.2) Teste de mutagdo genica em células de mamiferos — in vitro

Este teste tem o propdsito de indicar aberragdes in vitro no cromossomo ou na
cromatina em células somaticas de mamiferos, quando expostos a uma substancia teste.
A cultura é tratada apds certo periodo com uma substancia que para a mitose na fase de
metafase, fazendo com que seja possivel identificar alguma aberracao

cromossOmica.(OECD, 2007).

Em um estudo foram testados 245 conhecidos carcinégenos e 179 conhecidos ndo
carcinégenos em roedores, e destes com o teste de mutacdo génica em células de
mamiferos foi conseguido uma sensibilidade e uma especificidade de 73.1% e 39.0%

respectivamente. (OECD, 2007).

6.3) Teste in vitro de microntucleos— NMT

O teste in vitro de micronucleos serve para detectar micronucleos no citoplasma
ou em células em interfase. Estes micronucleos se originam de fragmentos de
cromossomos ou de todo o cromossomo que nao foi capaz de migrar do polo durante a
anafase. Este teste detecta a formacdo de micronucleos apds exposicdo a substancias

eugeénicas e clastogénicas, através de testes citoquimicos.(KIRKLAND, 2005).

Em estudo foram testados 89 conhecidos carcinégenos de roedores e 70
conhecidos ndo carcinégenos a sensibilidade e a especifidade foram respectivamente de

78.7% e 30.8%. (KIRKLAND, 2005).

6.4) EspecificagGes para teste de genotoxicidade.

De acordo com os requerimentos do SCCS o teste com células de
mamiferos é utilizado quando o teste de Ames e o NMT derem negativos, se este terceiro
confirmar a negatividade de genotoxicidade ndo serdo necessarios testes
adicionais.Estudos anteriores ja demonstraram que o uso destas 3 metodologias juntas
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tem uma sensibilidade de 90.7% na detecgdo de carcinégenos conhecidos. (KIRKLAND,

2005).

Conclusao

A utilizagao de modelos in vitro em substituicdao ao uso de animais para pesquisas
em cosméticos é uma alternativa que estd de acordo com a tendéncia a ser adotada
mundialmente, evitando, assim, a dor e o desconforto de animais experimentais.Porém,
ainda ha dificuldades na avaliagdo de riscos toxicolégicos dos cosméticos por nao existir
um Unico teste capaz de substituir os modelos animais, tornando-se necessario a
realizacdo de uma série de testes que se complementem para que seja possivel obter os
mesmos resultados alcancados em relacdo aos modelos in vivo. Por isso, faz-se necessario
a realizagdao de estudos para a criagdo e validacao de novos testes que possam garantir a

seguranca dos produtos cosméticos de uma forma mais eficaz.
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Resumo

As doengas infecciosas parasitdrias apesar de apresentarem uma facil profilaxia sdo consideradas um grave
problema de saude publica. Estas possuem relagdo direta com os fatores socioecondmicos e habitos
culturais de uma populagdo e sdo facilmente disseminadas de um local para outro. Dentre os principais
meios de dissemina¢do como agua, alimentos, insetos e poeira, a transmissdo interpessoal e o repasse de
objetos como as cédulas de dinheiro torna-se um importante veiculo de contaminagdo. O objetivo deste
trabalho foi realizar a pesquisa de cistos de protozodrios e ovos de helmintos em cédulas de dinheiro na
cidade do Gama - DF e determinar a possibilidade de disseminagdo de parasitoses intestinais por meio do
manuseio das cédulas. Foram coletadas 120 cédulas de dinheiro em varios locais da cidade onde ha uma
grande circulagdo de pessoas e consequentemente elevada rotatividade. Apds andlise das cédulas coletadas
verificou-se a presenga de cistos de protozoarios, ovos de helmintos e outros micro-organismos em 33
cédulas, o que corresponde a 27,5% do total das cédulas avaliadas. Embora a grande maioria dos micro-
organismos encontrados seja considerada ndo patogénica existe a possibilidade real da contaminagdo do
dinheiro com material fecal provavelmente por falta de higiene adequada das méos.

Palavras-chave: Parasitoses. Cédulas de dinheiro. Protozoarios. Helmintos.

Abstract

The parasitic infectious diseases despite having an easy prophylaxis, are considered a serious public health
problem. Those have a direct relationship with socioeconomic factors and cultural habits of a population,
being spread from one location to another. The principal dissemination vehicles are water, food, insects,
dust and especially by interpersonal transmission or transfer of objects such as paper money. The objective
of this research was to evaluate the presence of helminth eggs and protozoan cysts in paper money in the
city of Gama, DF and define a possible vehicle for the spread of intestinal parasites. We collected 120
banknotes in various places in town where there is a large movement of people and consequently high
turnover of money. After the analysis of the collected notes, it was found in 120 notes the presence of cysts
of protozoa, helminths and eggs of other microorganisms in 33 banknotes, which corresponds to 27.5% of
banknotes evaluated. Although the vast majority of microorganisms found were considered nonpathogenic
exists a real possibility that the money was contaminated with fecal material probably due to lack of proper
hand hygiene.

Keywords: Parasites. Paper money. Protozoa. Helminths.
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Introdugao

Os micro-organismos e o0s parasitas estdao presentes nos animais, ar, alimentos,
solo e dgua, com a possibilidade de serem transportados por objetos que entram em
contato com as pessoas, como por exemplo, o dinheiro. As cédulas de dinheiro por
representarem um dos objetos de grande rotatividade entre a populacdo e pelo fato de
passarem um longo periodo em circulagdo até serem renovadas, podem ser consideradas
um reservatério de parasitas, bactérias e fungos. Quando associadas ao manuseio com
pouca ou nenhuma higiene das maos, podem ameacar o bem-estar do individuo causando

infecgdes. (KRANZ, 2010)

De acordo com Gasparini e Portella (2004) a frequéncia de parasitoses possui
relacdo direta com as condi¢des socioecondmicas do pais. O mesmo foi observado por
Nolla e Cantos (2005) que verificaram a prevaléncia de parasitoses variando de acordo
com a regido estudada e a relagdo entre as classes menos favorecidas. Estes fatores estdo
relacionados a falta de saneamento fisico das areas rurais, assisténcia médica, grau de
escolaridade, hdbitos de higiene, faixa etaria, clima, estado nutricional do hospedeiro,
contaminacdo do solo e da agua, manipulacdo imprdpria de alimentos, disponibilidade de
vetores e contato interpessoal. (ASSIS, 2010; BRITO et al, 2010; FELICIO, 2007; FRAVET,
2010; GURGEL et al, 2005; MARQUES et al, 2005; OMS, 2011; SILVA, PARENTE ; BURGOS,
2010)

Os parasitas conservam a capacidade de infec¢cdo devido as formas de resisténcia
desenvolvidas durante o ciclo de transmissdo. Com relacdo as resisténcias parasitarias
correlacionadas as diversas agressdes ambientais, tornou-se necessario o estudo da
relacdo de objetos inanimados (ou fomites) como transmissores da infeccdo parasitdria,
pois 0s ovos e cistos podem contaminar os objetos e permanecerem vidveis, sendo
considerados focos de contaminagdo. De acordo com Montanholi e Gongalves (2007), o
principal modo de transmissdo das enteroparasitoses sdo os fomites que acumulam
residuos organicos, ovos e cistos de parasitas e varias espécies de bactérias. Um exemplo

de féomites encontrados na populacdo sdo as cédulas de dinheiro, pois, devido a elevada
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circulagao, veiculam com mais frequéncia parasitas e bactérias causando graves doengas
infecciosas nos humanos. (BRITO, LOPES & VELHO, 2006; ESCREMIN, 2005; PICCOLO ;
GAGLIANI, 2008)

O dinheiro é considerado um instrumento indispensavel a sociedade, isso o torna
objeto de maior circulacdo entre as pessoas e verdadeiro reservatdrio de microrganismos.
Portanto, as cédulas de dinheiro, na visao de Piccolo e Gagliani (2008) e Levai et al (1986),
constituem um meio de transmissdo de parasitas intestinais, principalmente as notas de
pequeno valor, de grande rotatividade e de alta difusdo entre os individuos. Considerando
diferentes habitos ou costumes, higiene e nivel socioecon6mico, a exposicdo destas
cédulas gera um ciclo de transmissdo que possui as maos como principal veiculo de
contaminacgao, que pode ser caracterizada como problema de saude publica. (INOCENTE ;

GOMES, 2004, SOUZA et al, 2006)

As principais enteroparasitoses encontradas em cédulas de dinheiro sdo os
helmintos como o Ascaris lumbricoides e a Taenia sp. e os protozodrios como amebas,
Giardia lamblia e Balantidium coli. (BRITO, LOPES ; VELHO, 2006; LEVAI et al, 1986;
MONTANHOLI ; GONGALVES, 2007; PICCOLO ; GAGLIANI, 2008)

Aspectos socioeconémicos da cidade do Gama

A cidade do Gama ocupa, segundo a Secretaria de Estado de Planejamento do DF,
uma drea de 276,3 km? e segundo a Pesquisa Distrital de Amostras por Domicilios— PDAD
(2011), a populagao urbana residente na cidade é de aproximadamente 127.121 pessoas.
De acordo com as caracteristicas de servigos de infraestrutura urbana, 100% da populagao
possui coleta de lixo em suas residéncias, 95,6% possuem abastecimento de agua pela
rede geral e 95,4% apresentam esgotamento sanitdrio. (CODEPLAN, 2011; DISTRITO
FEDERAL, 2011)

Uma vez que boas condicdes de saneamento refletem diretamente na melhoria da

expectativa de vida, os baixos rendimentos da cidade com relacdo ao acesso de
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conhecimento (0,942) e PIB (0,720) vao refletir diretamente no aumento de parasitoses se
comparados a outras cidades satélites. Assim, com o baixo nivel de educagdo, as
parasitoses ndo sdo prevenidas e com uma baixa renda per capita as familias ndo possuem
condicdes de melhorias na alimentagdo, moradia, saude e educagao. (DISTRITO FEDERAL,

2011; DISTRITO FEDERAL, 2011)

A porcentagem referente a 27,1% ou 12.778 de pessoas residentes na cidade do
Gama utilizam o setor de comércio como principal atividade remunerada por dez ou mais
anos. Sendo assim, é de extrema importancia a pesquisa de parasitoses em cédulas de
dinheiro nesta regido devido ao fato de haver uma grande circulacdo de dinheiro na
cidade, uma vez que a principal fonte de renda gira em torno de atividade comercial.
Somado a esta caracteristica, os menores niveis de educa¢do e PIB podem favorecer um
bom parametro entre a relacdo dinheiro versus disseminacdo de enteroparasitas.

(CODEPLAN, 2011; DISTRITO FEDERAL, 2011)

Desta forma, apesar de as infeccdes parasitarias possuirem facil profilaxia, ainda
continuam sendo negligenciadas e sdo consideradas um grave problema de saude publica.
A relacdo direta entre os fatores socioecondmicos e habitos culturais de uma populacdo
devem ser considerados como a transmissao interpessoal ou repasse de objetos como as
cédulas de dinheiro. (BUSNELLO ; TEIXEIRA-LETTIERI, 2009; BRITO, LOPES ; VELHO, 2006;
ESCREMIN, 2005; GASPARINI ; PORTELLA, 2004; MONTANHOLI ; GONCALVES, 2007;
NEVES, 2005; PICCOLO ; GAGLIANI, 2008)

O objetivo deste trabalho foi realizar a pesquisa de ovos de helmintos e cistos de
protozodrios em cédulas de dinheiro na cidade do Gama, DF e avaliar a possibilidade de
disseminacdo de parasitoses intestinais para os riscos do manuseio do dinheiro com

relacdo a doencas parasitarias.
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Metodologia

O estudo foi realizado no periodo de margo a abril de 2012, na cidade do Gama -
Distrito Federal. Foram coletadas 120 cédulas, dentre as quais 60 cédulas no valor de RS
2,00, 30 de RS 5,00, 20 de RS 10,00, 5 de RS 50,00 e 5 de RS 100,00 em varios locais da
cidade onde existe elevada circulacdo de pessoas e rotatividade de dinheiro, como feira

livre, padaria, supermercado, restaurante e 6nibus.

As cédulas foram coletadas com luvas e armazenadas individualmente em sacos
plasticos para evitar contaminacdo de uma cédula com outra e posteriormente
encaminhadas para o Laboratério de Parasitologia e Microbiologia da Universidade
Catolica de Brasilia (UCB) — Campus |. A metodologia aplicada foi baseada segundo Levai et

al, 1986, Nascimento et al, 2010 e Alves et al, 2010.

1. Tubos cbnicos de 15 mL do tipo Falcon e cubas de vidro foram lavados
primeiramente com detergente e agua corrente;

2. Em seguida foram desinfetados com dalcool 70% e posteriormente enxaguados
com agua destilada e secos a Temperatura Ambiente (TA);

3. As notas foram colocadas individualmente em cubas de vidro e imersas em 13
mL agua destilada;

4. As cédulas foram lavadas cuidadosamente com o auxilio de escovas de dente
novas, com cerdas macias para nao danificar ou rasgar as notas. Para apoiar a
lavagem, foi utilizada uma pin¢a, a qual foi flambada entre as lavagens para
evitar contaminacao;

5. Apds a lavagem, as notas ficaram imersas em agua destilada durante 10
minutos;

6. O liquido resultante de cada lavagem foi colocado em tubos cénicos de 15 mL
do tipo Falcon para a sedimentacdo espontanea por um periodo minimo de 24

horas;
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7. Apos as lavagens, as cubas de vidro foram higienizadas com agua, sabao, alcool
70%, agua destilada e secos a TA para a realizagdo de cada bateria de analises.
Em cada bateria eram analisadas cerca de 25 notas.

8. As escovas permaneceram no hipoclorito de um dia para o outro e
posteriormente lavadas e higienizadas com alcool 70%;

9. Apds 24 horas, os sedimentos originados da lavagem das notas foram
centrifugados a 2.000rpm durante um minuto, visando uma melhor
concentracdo das particulas;

10. Apds a centrifugacdo o sobrenadante foi descartado e o sedimento coletado
com uma pipeta Pasteur estéril e colocado entre [amina e laminula com uma
gota de lugol. As laminas foram observadas ao microscopio dptico nas objetivas

de 10x e 40x.

As cédulas foram cedidas inicialmente pelo comércio Airton Confecg¢des e trocadas
nos locais ja descritos por notas de mesmo valor. Foi realizado o Controle de Qualidade de

Duplo Observador para as amostras consideradas positivas.

Os resultados da andlise foram registrados em forma de tabelas, graficos e

analisados a partir de dados estatisticos.

Resultados

Apds andlise das 120 cédulas verificou-se em 33 notas a presenca de cistos de
protozodrios, ovos de helmintos e outros microrganismos como dacaros e fungos (hifas e

leveduras), o que corresponde a 27,5% do total de notas consideradas positivas.

Levando em consideracdo somente a presenca de cistos de protozoarios e ovos de
helmintos que foram encontrados perante o total de 120 notas, a positividade foi de 15%,

ou seja, 18 notas contaminadas.
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Destas 18 amostras, o parasita enterocomensal Endolimax nana foi o mais
prevalente na forma de cisto presente em 8 notas representando 42,10%. A ameba
Entamoeba coli em forma de cisto foi observada em 36,84% das amostras positivas
mesmo considerando as cédulas com maior e menor sujidade. Cistos de lodamoeba
butschlii foram encontrados em 10,52% das amostras. Em uma cédula foi visualizado um
cisto de Balantidium coli e em outra cédula um ovo de Ascaris lumbricoides, resultado

equivalente a 5,27% do total das cédulas positivas.

Dentre os locais estudados, a feira foi o estabelecimento onde se verificou um
maior indice de contaminagdo parasitaria em cédulas de dinheiro, seguida pelas notas
coletadas nos Onibus, restaurante, supermercado e padaria. Na feira, em 22 notas
coletadas 22,72% (5 notas) foram positivas para os parasitas Endolimax nana, Entamoeba

coli, lodamoeba butcshlii e Balantidium coli.

Nas cédulas obtidas no 6nibus, constatou-se que 18,18% (4 notas) de um total de
22 notas estavam contaminadas por Endolimax nana e Entamoeba coli. No restaurante, os
parasitas Endolimax nana, Entamoeba coli e Ascaris lumbricoides foram encontradas em 4
das 26 notas coletadas, ou seja, 15,38%. No supermercado, das 26 notas coletadas apenas
3 (11,54%) foram encontradas positivas para parasitas como Endolimax nana, lodamoeba
butschilii e Entamoeba coli. A padaria foi o estabelecimento aonde foi encontrada a menor
incidéncia de parasitas nas notas coletadas, apenas 8,33% (2 notas) das 24 notas coletadas

demonstraram-se positivas.

Quanto a positividade das notas em relacdo ao seu valor e aspecto antes da
lavagem, foi observado que das 18 notas positivas para parasitas, 9 possuiam o valor de
RS 2,00, 7 possuiam o valor de RS 5,00 e 2 as eram de RS 10,00. Com relacdo ao aspecto,
as notas consideradas sujas ou muito sujas foram positivas para parasitas em 55,55% das
18 positivas. Apesar de terem sidos descritos na literatura ndo foram encontrados ovos de

Taenia sp. e cistos de Giardia lamblia.
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Discussao

Os resultados obtidos por meio da anadlise dos materiais demonstraram a
contaminacdo em cédulas de dinheiro e confirmam a capacidade dos micro-organismos de
colonizar e sobreviver nos objetos ou fomites. As cédulas de dinheiro, objetos do presente
estudo, passam a atuar como veiculadores de micro-organismos podendo ser
consideradas como potenciais focos de contaminacdo. (RODRIGUES, NISHI ; GUIMARAES,
2006)

Embora a cidade do Gama tenha uma rede de servicos de infraestrutura que
atenda a grande parte da populagdo, ainda assim foi evidenciada uma positividade de 15%
nas notas analisadas para parasitas intestinais. Entretanto a maioria dos parasitas
evidenciados é considerada comensal como cistos de E. coli, E. nana e |. butschlii e
segundo Rey (2001) a alta prevaléncia destes protozoarios é justificada pelo fato de serem
parasitas cosmopolitas que possuem uma relacdo direta com fatores socioeconémicos,

culturais e principalmente bons habitos de higiene.

Outro achado nas notas positivas que pode ser considerado relevante foi a
presenca de um ovo de A. lumbricoides e um cisto de B. coli. Estes dois parasitas ja
tiveram sua patogenicidade descrita por Rey (2001), Pess6a e Martins (1988) e Neves
(2005). Neste estudo ndo foi possivel comprovar pela microscopia se o ovo de Ascaris
lumbricoides estava ou ndo viavel ou fértil, porém, isto ndo muda a questdo da

contaminagdo da nota com este helminto.

A presenca de Ascaris lumbricoides e Balantidium coli sao de extrema importancia
para a saude publica principalmente quando sao relacionados a saude infantil. As criancas
ndo apresentam o sistema imune totalmente desenvolvido e este tipo de infeccdo pode se
desenvolver de forma grave ou vir a provocar atrasos no desenvolvimento intelectual,
desenvolvimento fisico devido a anemia, emagrecimento e até mesmo a morte. (REY,

2001)
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A maior prevaléncia de parasitas nas notas oriundas de feira livre pode estar
correlacionada com o fato de que no Brasil, a comercializagdo de produtos em feiras tem
se tornado cada vez mais comum. Soma-se a isto o fato que os individuos geralmente
habitam em locais desprovidos de infraestrutura bdsica e de que nestes locais ha uma
constante manipulagao de dinheiro e produtos alimenticios favorecendo a contaminagao
por parasitas e consequentemente tornando o dinheiro como uma possivel fonte de

dispersdo parasitdria. (NOLLA ; CANTOS, 2005; SOARES ; CANTOS, 2005)

Outro fator que também deve ser levado em consideracdo é a producdo de
hortalicas, devido ao acondicionamento e transporte, pois pode haver a contaminagao
dos vegetais por meio da poeira, agua contaminada e principalmente devido a
manipulagdo dos alimentos sem luvas ou realizagdo de adequadas técnicas de

higienizacdo. (NOLLA ; CANTOS, 2005; SOARES ; CANTOS, 2005)

No transporte publico a situagdo é semelhante, pois ha uma grande circulagdo de
pessoas, sendo assim, a possibilidade de ocorrer a transmissdo cruzada entre
objeto/hospedeiro ou até mesmo objeto/objeto é bastante vidvel e constitui um

importante fator no estabelecimento de patologias. (MURTA ; MASSARA, 2009)

Estabelecimentos como o restaurante, supermercado e padaria sdo hoje
considerados pontos de referéncias comerciais para os consumidores por oferecerem uma
ampla demanda de alimentos e produtos. Por esse motivo estes estabelecimentos sdo os
principais alvos da Vigilancia Sanitaria que atua de maneira rigorosa de modo a minimizar
os riscos de contaminagdao nos produtos e consequentemente uma infec¢ao alimentar.

(SOARES; CANTOS, 2005)

Entretanto, a presenca de parasitas coletadas nas notas oriundas destes locais
corrobora com as pesquisas de Picollo e Gagliani (2008), Montanholi e Gongalves (2007),
Levai et al (1986), Nascimento et al (2010) e Alves et al (2010) e demonstra que grande
parcela da populacdo colabora com a dispersao destes microrganismos devido a ma

higienizacdo das maos. Estes microrganismos apresentam uma grande capacidade de
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resisténcia, uma vez que cistos de amebas conseguem resistir até 20 dias em locais ndo
expostos ao sol e com pouca umidade e os ovos de Ascaris lumbricoides resistem de 4 a 6
meses quando a temperatura ambiente varia entre 20 e 30°C. (BRITO, LOPES ; VELHO,
2006; GASPARINI ; PORTELLA, 2004; PESSOA ; MARTINS, 1988)

A relacdo de positividade parasitdria e o aspecto das notas foram analisadas,
entretanto, caracteristicas de sujidade como manchas, dobras, riscos e pregas nao tiveram
correlagdo no com uma maior presenca de parasitas. Foi ainda avaliada a relacdo parasita
versus cédula de dinheiro de menor valor, sendo que a prevaléncia de parasitas
principalmente em cédulas de RS 2,00 e RS 5,00 reais demonstram que estas apresentam

uma maior rotatividade e consequentemente maior risco contaminagao.

Conclusao

Com os resultados obtidos no presente estudo, evidencia-se que mesmo a cidade
do Gama apresentando indices satisfatorios com relagdo a porcentagem da populagdo que
é atendida por servicos bdsicos de infraestrutura, ainda possui chances de desenvolver
doencgas infecciosas parasitarias na comunidade com a manipulacdo de cédulas de

dinheiro.

Embora a grande maioria dos micro-organismos encontrados seja considerada nao
patogénica, isto comprova que houve contaminacdo do dinheiro com material fecal
provavelmente por falta de higiene adequada das maos, ja que o ciclo de vida dos
parasitas é fecal-oral. As formas parasitarias encontradas como Ascaris lumbricoides e
Balantidium coli requerem uma maior aten¢ao, pois mesmo sendo encontradas em
pequena porcentagem no presente trabalho, as mesmas podem ocasionar graves

problemas de saude, principalmente em criangas.
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