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RESUMO

O presente estudo analisou o potencial preditivo de dois modelos que utilizam a membrana cério-alantoide
de ovo embrionado de galinha (i.e. o HET-CAM e sua versdo modificada, o CAM-TBS, que quantifica os
danos a membrana por meio da absor¢ao do corante azul trypan), como estratégia para a implementagéo
de alternativas aos testes in vivo de avalia¢do de toxicidade ocular. Vinte colirios foram avaliados in vivo
por meio do teste de irritagao ocular de Draize e por ensaios in vitro utilizando-se testes HET-CAM e
CAM-TBS. Todos os colirios foram classificados como nao irritantes pelo teste in vivo. No ensaio HET-
CAM, foram observados 4 resultados falso-positivos, e o teste apresentou especificidade e precisio de
80%. O CAM-TBS demonstrou melhor desempenho, pois a especificidade e a precisao foram de 100%. O
ponto de corte adotado (cut-off = 0,9) no HET-CAM ¢ discutido, uma vez que os resultados falso-positivos
observados no presente estudo poderiam ter sido contornados caso a categoria “nao irritante” englobasse
produtos “ndo irritantes” e “irritantes leves”, a semelhanga do critério preconizado para o CAM-TBS (cut-
off =7,0).

Palavras-chave. teste de Draize, irritagdo ocular, colirios, métodos alternativos, vigilancia sanitaria,
toxicidade in vitro.

ABSTRACT

This study aimed at evaluating the predictive potential of the conventional Hen’s Egg Chorionallantoic
Membrane (HET-CAM) test and its version CAM-TBS, that quantifies the damage to the membrane
cause by absorption of dye trypan blue, in order to propose an alternative assay for assessing the ocular
toxicity. Twenty collyria were evaluated in vivo by means of Draize eye irritation test, and by in vitro HET-
CAM and CAM-TBS assays. All the analyzed collyria were classified as non-irritant by in vivo testing.
In HET-CAM assay, 4 false positive results were observed, and the test specificity and accuracy were of
80%. CAM-TBS showed a better performance, having specificity and accuracy of 100%. The cut-off set
up for HET-CAM test (0.9) is discussed, as the false-positive results observed in this study could have
been bypassed if the category “non-irritant” encompassed “non-irritant” and “mild irritant” products, in
compliance with the criteria recommended for CAM-TBS (cut-off = 7.0).

Keywords. Draize test, ocular irritation, collyrium, alternative methods, sanitary surveillance, in vitro
toxicology.
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INTRODUCAO

O potencial irritante de diversos produtos e
substancias quimicas, como agrotdxicos, cosméticos e
medicamentos de uso topico, é avaliado desde a década
de 1940 por meio de experimentos com animais de
laboratorio. Alguns dos ensaios adotados com o objetivo
de determinar o grau de irritabilidade, chamados de
testes de irritacio ocular ou cutinea, foram descritos
inicialmente por John H. Draize'” e ainda hoje sao
adotados mundialmente por érgaos oficiais**.

Com a busca global por substituir os testes in
vivo, cientistas de diversas areas passaram a desenvolver
e apresentar resultados de métodos alternativos para
demonstrar a seguranca e a eficacia de seus produtos.
Geralmente, ao se falar em métodos alternativos, pensa-
se apenas na substituicdo, porém pode-se definir como
método alternativo qualquer procedimento que possa
ser utilizado para substituir, reduzir ou refinar o uso de
animais em experimentacao, a fim de minimizar a dor e
o desconforto, conforme o principio dos 3R’s descrito por
William Russell e Rex Burch em The principles of humane
experimental technique™®”.

Além de questoes éticas, a procura por ensaios in
vitro visa alcanc;ar vantagens como: maior eficdcia, menor
custo e maior facilidade de difusdo e incorporagéo de tais
metodologias por outros laboratdrios, sendo, portanto,
uma questdo de grande relevancia para os laboratérios
oficiais de controle da qualidade®’.

Nas ultimas décadas, varias metodologias
alternativas foram estudadas, porém poucas foram
validadas, sendo necessario o aprofundamento de estudos
sobre a aplicabilidade de alguns ensaios in vitro'®. Entre as
limitacdes descritas na literatura cientifica com relacdo a
substitui¢do do teste de irritacdo ocular de Draize, destaca-
se o fato de que as metodologias alternativas, como o modelo
HET-CAM, podem tanto subestimar'"'> como superestimar
resultados obtidos in vivo', dependendo de fatores como
natureza da substincia-teste, seu potencial irritante e a
presenca de efeitos irreversiveis in vivo. Embora alguns
métodos alternativos ao teste de irritacdo ocular de Draize,
como o teste de opacidade e permeabilidade de cornea
bovina (BCOP, bovine corneal opacity and permeability) e o
teste do olho enucleado de galinha (ICE, isolated chicken eye),
tenham sido formalmente validados', estes nao se aplicam
a avaliacdo de produtos com baixo potencial irritante, pois
possuem boa capacidade de predi¢ao apenas para produtos
corrosivos ou com potencial irritante severo.

154

Nesse contexto, o presente estudo teve como
objetivo a avalia¢do do potencial preditivo do modelo da
membrana cério-alantoide de ovo embrionado de galinha
(HET-CAM, hen’s egg test chorionallantoic membrane)
e de sua modificacgio (CAM-TBS, chorionallantoic
membrane - trypan blue staining), que avalia os danos a
membrana cério-alantoide pela quantidade do corante
azul de trypan absorvido pela mesma, visando a propor
alternativas para avaliacdo da toxicidade ocular de
produtos com baixo potencial irritante.

METODOLOGIA

Amostras

Neste estudo, foram avaliados 20 colirios
adquiridos no comércio do municipio do Rio de Janeiro,
conforme Tabela 1. Todos os produtos foram codificados
(Co01 a Co20) e testados sem diluicéo.

Teste de irritacao ocular de Draize

Todos os dados utilizados neste estudo foram
adquiridos no banco de dados do Setor de Irritagao
do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em
Saude (INCQS) da Fiocruz. O teste in vivo foi realizado
de acordo com o procedimento operacional padrio
do INCQS", sendo utilizada a classificagdo de Kay e
Calandra modificada’®.

No teste de Draize, para cada amostra, foram
utilizados cinco coelhos da raca Nova Zelandia, tanto
machos quanto fémeas, higidos e de peso corpdreo acima
de 2 kg. Esses coelhos foram obtidos do Centro de Criagao
de Animais de Laboratério (Cecal/Fiocruz). Instilou-se
0,1 mL da amostra no saco conjuntival inferior e, logo
apos, massageou-se a area gentilmente num periodo de 30
segundos. Depois de aplicar a amostra, foram realizadas
leituras no decorrer de 24, 48 e 72 horas e sete dias com
o objetivo de observar as alteragdes macroscopicas que
poderiam ocorrer nas estruturas do olho do coelho
(cOrnea, iris e conjuntiva) e calcular a média dos escores
maximo (MEM) por amostra analisada.

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de
Ftica em Uso de Animais da Fiocruz, sob o protocolo
n. 79/09-1.

Ensaios in vitro

Cada colirio foi testado em triplicata, tanto no
HET-CAM como no CAM-TBS, e o resultado final foi
apresentado como a média de trés ensaios independentes.
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Para a realizacio dos testes in vitro, foram
utilizados ovos fertilizados de galinha da raga Leghorn,
livres de patdgenos especificos (SPE, specific patogen free),
incubados por 10 dias a temperatura de 38,0 + 0,5 °C e
umidade relativa de aproximadamente 70%.

Ensaio HET-CAM

Para a realizacio de cada ensaio, foram utilizados
4 ovos por produto testado. No décimo dia de incubagio,
foi removida a casca do ovo ao redor da cAmara de ar,
evidenciando, assim, a membrana da casca. Esta foi
removida cuidadosamente, a membrana corio-alantoide
foi exposta, e foram aplicados nesta ultima 300 pL do
produto. Depois de 20 segundos de contato, o produto foi
removido, lavando-se a membrana corio-alantoide com
solucdo salina isoténica a 37,0 °C. Durante 5 minutos,
a membrana cdrio-alantoide foi examinada e as rea¢oes
fisioldgicas observadas foram graduadas em funcédo de seu
tempo de aparecimento, conforme indicado na Tabela 2.

Este ensaio foi realizado conforme a metodologia
descrita no Journal Officiel de la République Frangaise’.

A classificagao final dos produtos, de acordo com
seu potencial de irritabilidade no ensaio HET-CAM, esta
descrita na Tabela 3.

Ensaio CAM-TBS

O procedimento inicial dessa metodologia ¢é
semelhante ao do ensaio do HET-CAM, em que também
foram utilizados 4 ovos, os quais, no décimo dia de
incubacao, tiveram a membrana cério-alantoide exposta.
Sobre esta, foi colocado um anel de silicone para delimitar
a area tratada. Foram aplicados 200 puL do produto sobre
a membrana corio-alantoide, e, apds 20 segundos, a drea
foi lavada com agua destilada em temperatura ambiente.
Depois da remocdo do produto, foram aplicados 500 pL
da solu¢ao corante azul de trypan a 0,1% (P/V), deixando
agir por 1 minuto. Em seguida, o corante foi removido
lavando-se a drea tratada com uma pisseta contendo
agua destilada durante 20 segundos. Com auxilio de
uma tesoura, a drea tratada da membrana foi retirada
e colocada em um tubo contendo 5 mL de formamida,
o qual foi centrifugado com velocidade de 3.200 rpm
por aproximadamente 10 minutos. O sobrenadante foi
transferido para uma cubeta de quartzo, e a leitura foi
realizada em espectrofotometro no comprimento de
onda de 595 nm.

A quantidade de azul de trypan absorvido pela
membrana cério-alantoide foi calculada usando-se a

seguinte equagao: corante absorvido = absorbéncia x 5
nmol/1.000 x 10°.

A curva de calibracio do corante foi feita
com solugdes de azul de trypan em formamida nas
concentragdes 10°, 10° e 5 x 10° mol/L, lidas no
espectrofotometro no comprimento de onda de 595 nm.

Este ensaio foi realizado conforme a metodologia
descrita no protocolo INVITTOX n. 108, e os produtos,
classificados de acordo com a proposta de Lagarto®,
conforme Tabela 4.

Analise estatistica

Para determinacdo da sensibilidade, da
especificidade e da precisio dos modelos HET-CAM e
CAM-TBS, compararam-se os resultados in vitro com os
resultados in vivo por meio de tabelas de contingéncia.

RESULTADOS

Pelosresultados obtidos das médias dastriplicadas
nos ensaios HET-CAM e CAM-TBS, foi possivel
classificar cada amostra de acordo com sua metodologia
especifica. Os resultados dessa classificagao, assim como
os valores médios obtidos, estio demonstrados na Tabela
5, que ainda traz a classificagdo obtida no teste de Draize,
em que os valores de MEM variaram entre 0 e 0,8.

No ensaio HET-CAM, observamos 4 resultados
falso-positivos, o que resultou em especificidade e
precisao de 80%. O CAM-TBS demonstrou melhor
desempenho, uma vez que os colirios Co03, Co05, Co7
e Col7, classificados como “irritantes leves” no ensaio
HET-CAM, receberam a classificacio “ndo irritante”
no CAM-TBS, indicando especificidade e precisdo
superiores deste ensaio em reagdo ao modelo classico
HET-CAM.

A sensibilidade nao pode ser calculada para
nenhuma das metodologias in vitro, uma vez que todos
os produtos foram classificados como nao irritantes no
coelho, nao havendo, portanto, resultados positivos no
modelo in vivo.

DISCUSSAO

Quando os ensaios in vivo nao podem ser
substituidos por um unico método alternativo, como
parece ser a situagao do teste de irritagdo ocular de Draize,
deve ser levado em consideracido o desenvolvimento de
analise que inclua uma variedade de ensaios, em que os
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Tabela 1. Formulagido dos colirios analisados

Colirio Composicao
Fenolsulfonato de zinco (1,0 mg), cloridrato de nafazolina (0,5 mg). Veiculo: sulfato de berberina, clorobutanol hidratado,

Co01
cloreto de benzalconio, citrato de sddio, glicerina, hidroxipropilcelulose e 4gua purificada.

Cloridrato de metiltioninio (0,015 mg), cloridrato de tetrizolina (0,5 mg). Excipientes: hidroxipropilmetilcelulose, fosfato de

Co02 sédio monobisico, fosfato dissodico, cloreto de sddio, cloreto de benzalconio, edetato dissddico, 4gua purificada.

Co03 Cloridrato de nafazolina (0,15 mg), sulfato de zinco (0,3 mg). Veiculo: acido bérico, borato de sédio, cloreto de benzalconio,
edetato dissodico, dgua para injetaveis.

Col4 Cloridrato de metiltioninio (0,15 mg), cloridrato de tetrizolina (0,5 mg). Veiculo: 4cido bérico, borato de sodio, cloreto de

sodio, edetato dissddico, cloreto de benzalconio como conservante e dgua destilada.
Co05 Clorobutanol (2,132 mg), dcido bdrico (21,911 mg), cloreto de sddio (4,361 mg). Veiculo: dgua purificada estéril.
Cloridrato de nafazolina (0,12 mg). Veiculo: constituido de dextrano 70, hipromelose, cloreto de potéssio, hidréxido de sédio

Co06 e/ou acido cloridrico, com edetato dissédico e cloreto de benzalconio como conservante, e dgua purificada.

Alcool polivinilico (14 mg). Excipientes: cloreto de sédio, cloreto de benzalconio, edetato dissddico, fosfato de sédio dibasico
Co07 . o . . . .

heptahidratado, fosfato de s6dio monobdsico monohidratado e 4gua purificada.
Co08 Sulfato de condroitina (0,03 mg). Veiculo: hialuronato de sddio, aprotinina, sorbato de potassio, cloreto de sodio, edetato
dissédico e dgua purificada.
Co09 Dextrana 70 (0,001 g), hipromelose (0,003 g). Veiculo: borato de sddio, cloreto de sddio, cloreto de potdssio como conservante
e dgua purificada.
Sl Cloridrato de nafazolina (0,25 mg), maleato de feniramina (3 mg). Veiculo: dcido borico, borato de sddio, edetato dissddico,
cloreto de benzalconio como conservante e agua purificada.
Coll Pranoprofen (1 mg). Veiculo: 4cido borico, borato de sddio, polissorbato 80, edetato dissddico, cloreto de benzalconio e dgua
purificada.
Col2 Cromoglicato dissddico (20 e 40 mg). Veiculo: edetato de sodio, cloreto de benzalconio como conservante e dgua purificada.
Col3 Cloridrato de tetrizolina (0,5 mg), sulfato de zinco (1 mL). Veiculo: azul de metileno, 4cido borico, citrato de sédio, polisorbato
80, cloreto de benzalconio e dgua purificada.
o Dexametasona (1 mg), cloranfenicol (5 mg). Veiculo: acido bérico, borato de sddio, digluconato de clorexidina, edetato
dissédico, cremophor RH40, plasdoni, bissulfito de sédio, creatinina e agua purificada.
Col5 Hipromelose (5 mg). Veiculo: fosfato de sodio dibdsico, fosfato de sédio monobisico, cloreto de sddio, cloreto de potassio,
citrato de sddio, edetato dissodico, metilparabeno, propilparabeno e 4gua purificada.
Colé Cloreto de benzalconio (0,1 mg), acido bérico (17 mg). Veiculo: 0,1 mL de hidrolato de camomila, 0,1 mL de hidrolato de
hamamelis, 3 mg de borato de sédio e agua purificada.
Col7 Cloridrato de fenilefrina (100 mg). Veiculo: citrato de s6dio diidratado, metabissulfito de sédio, edetato dissddico, cloreto de
benzalconio e d4gua purificada.
Col8 Cromoglicato dissddico (20 mg). Veiculo: edetato dissodico, cloreto de benzalconio como conservante e agua purificada.
Col9 Sal sédico do acido isospaglumico (49 mg). Veiculo: cloreto de benzalconio e d4gua purificada.
Sl Dexametasona (0,05 mg), cloranfenicol (5 mg), cloridrato de tetrizolina (0,25 mg). Veiculo: hipromelose, 4cido bérico, borato
de sodio, edetato dissodico, tiomersal, polivinilpirrolidona e dgua purificada.
Co = colirio.
Tabela 2. Graduagio das alteracdes observadas na membrana cério-  Tabela 3. Classificacdo final do produto quanto ao seu potencial de
alantoide do ovo embrionado de galinha irritabilidade no HET-CAM
TEMPO Faixa (graduacéo das lesdes) Classificagao
A 10 30 segundos > mintos < ¢ (1),8 a 2,9 Naf) irritante (NT)
FENOMENOS = <t<2 ,0a4,9 Irritante leve (IL)
segundos . < 5 minutos 50a8,9 Irritante moderado (IM)
minutos

Hiperemia 5 3 9,0a2l Irritante severo (IS)
Hemorragla 7 > 3 Fonte: Journal Officiel de la Republique Frangaise (1996)
Coagulagdo/Opacidade 9 7 5
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Tabela 4. Classificagdo final dos produtos quanto ao seu potencial de irritabilidade no ensaio CAM-TBS

Faixa (quantificacao do
corante)

Classificagao

<70
7,0 a 14,5
> 14,5

Nio Irritante/Irritante Leve (NI)
Irritante Moderado (IM)
Irritante Severo (IS)

Fonte: LAGARTO et al., 2006

Tabela 5. Classificagdo obtida no teste de Draize em comparagdo com HET-CAM e CAM-TBS

Colirios Draize HET-CAM CAM-TBS
MEM Classificagao Média Classificagao Média Classificacao
Co01 0 NI 0,88 NI 2,87 NI
Co02 0 NI 0,14 NI 3,57 NI
Co03 0 NI 1,20 IL 2,61 NI
Co04 0 NI 0,25 NI 1,69 NI
Co05 0 NI 1,12 IL 3,10 NI
Co06 0,4 NI 0,30 NI 1,69 NI
Co07 0 NI 2,45 IL 2,49 NI
Co08 0 NI 0,25 NI 1,03 NI
Co09 0 NI 0,65 NI 1,31 NI
Col0 0 NI 0,35 NI 3,17 NI
Coll 0,4 NI 0,25 NI 4,26 NI
Col2 0 NI 0,25 NI 3,36 NI
Col3 0 NI 0,18 NI 2,73 NI
Col4 0 NI 0,30 NI 1,50 NI
Col5 0 NI 0,17 NI 0,92 NI
Col6 0 NI 0,23 NI 3,65 NI
Col7 0,8 NI 2,23 IL 6,18 NI
Col8 0,4 NI 0,38 NI 4,70 NI
Col9 0 NI 0,27 NI 3,29 NI
Co20 0,4 NI 0,32 NI 1,09 NI
Sensibilidade ND ND
Especificidade 80% 100%
Precisao 80% 100%
Falso positivo 4 0
Falso negativo ND ND

Co = colirio; MEM = média do escore maximo; NI = nio irritante; IL = irritante leve; ND: ndo determinado

animais sejam usados apenas para comprovar a auséncia
de irritagdo, reduzindo, assim, a0 maximo o risco de
expor ao sofrimento os animais em experimenta¢ao®**,
Essa situagao ja se aplica no contexto da avaliagiao do
potencial irritante ocular, uma vez que, para ingredientes
com forte potencial irritante, os modelos BCOP e ICE
estdo disponiveis e com a devida aceitagdo regulatoria®.
Porém a avaliacdo de produtos acabados e com baixo
potencial irritante é ainda um desafio.

O ensaio HET-CAM baseia-se na determinagédo
de alteragdes macroscopicas que podem ocorrer na
membrana cdrio-alantoide em decorréncia da aplicagdo

de ingredientes com potencial irritante. Porém este
método vem sendo criticado devido ao seu desfecho
qualitativo e a subjetividade das leituras obtidas nas
observagoes de hiperemia, hemorragia e coagulagdo/
opacidade em fun¢do do tempo. Além disso, a
subjetividade do desfecho do HET-CAM dificulta
sua reprodutibilidade interlaboratorial, impactando
negativamente em seu potencial de difusdo/transferéncia
para um grande nimero de laboratérios'>.

Foi neste contexto que o ensaio CAM-TBS foi
desenvolvido e, hoje, agrega valor ao HET-CAM classico,
por meio daincorporagio de uma leitura quantitativa, que
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se da pela medi¢do do corante azul de trypan absorvido
pelas células da membrana cdrio-alantoide exposta’*.
O azul de trypan é um corante com ampla utilizagdo
laboratorial, nos processos em que se faz necessaria a
distincdo entre células vidveis e células mortas. Esta
determinacao, além da vantagem de oferecer resultado
quantitativo, é muito simples e reprodutivel** e ainda
demonstra boa correlagao entre a quantidade de corante
absorvida pela membrana e o MEM obtido in vivo, com
coeficiente de correla¢ao de 0,91 segundo os autores que
a propuseram?®.

Emestudorealizado por Lagarto e colaboradores®,
21 amostras foram avaliadas no CAM-TBS, incluindo
substancias quimicas e produtos cosméticos. Os autores
encontraram um coeficiente de correlagdo mais robusto
para substancias quimicas isoladas (r = 0,925; p < 0,0001)
do que para produtos acabados (r = 0,688; p < 0,05),
indicando que, para misturas complexas, os resultados
dos modelos de membrana cério-alantoide de ovo
embrionado de galinha devem ser avaliados com cautela.
E também destes autores a proposta de ponto de corte
para classificagdo do modelo CAM-TBS (cut-off = 7,0),
conforme Tabela 4. Esta classificaio agrega em uma
unica classe (NI) amostras “ndo irritantes” e “irritantes
leves”, e parece ser a mais apropriada para comparagio
com o modelo in vivo. Tal constatagdo é reforcada pelos
dados obtidos no presente estudo (Tabela 5). O ponto de
corte adotado para o CAM-TBS (cut-off = 7,0) favoreceu
a comparagdo entre in vitro e in vivo, conduzindo a uma
precisdio de 100% nas condigdes experimentais aqui
propostas. Por outro lado, o ponto de corte preconizado
pelo Journal Officiel de la République Frangaise' para
o HET-CAM (cut-off = 0,9) levou a quatro resultados
falso-positivos e a uma especificidade de apenas 80%. E
importante apontar que a diferenca encontrada em termos
de precisao e especificidade entre HET-CAM e CAM-
TBS deu-se unica e exclusivamente devido a escolha dos
pontos de corte, uma vez que, na sua totalidade, os colirios
apresentaram valores menores no HET-CAM (faixa dos
valores médios: 0,14-2,45) que no CAM-TBS (0,92-6,18).
E digno de nota o fato de que, pelo menos no caso dos
colirios aqui avaliados, tais resultados falso-positivos,
teriam sido contornados caso o ponto de corte do HET-
CAM englobasse “ndo irritantes” e “irritantes leves” (NI +
IL = 4,9; Tabela 3), a semelhanca da proposta de Lagarto
et al.””. Por fim, vale ressaltar que, além da vantagem do
desfecho quantitativo do ensaio CAM-TBS, o critério
de classificagao adotado no presente estudo parece ser o
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mais apropriado, pelo menos para produtos com baixo
potencial irritante.

CONCLUSAO

Todos os colirios foram classificados como nao
irritantes no ensaio in vivo, e por isso nao foi possivel
estabelecer a sensibilidade dos métodos in vitro. O CAM-
TBS demonstrou melhor desempenho (especificidade e
precisao de 100%) em relagdo ao HET-CAM (80%). A
fim de reduzir o numero de falso-positivos no HET-
CAM, sugere-se a criagdo da categoria de baixo potencial
irritante ocular, englobando as categorias “ndo irritantes”
e “irritantes leves”, adotando o ponto de corte de 4,9.
O CAM-TBS apresenta vantagens, como seu desfecho
quantitativo e o critério de classificacao adotado por
Lagarto et al."’, que pelo menos para produtos com baixo
potencial irritante parece ser o mais adequado.
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