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Avaliacéo do potencial de irritacdo ocular — Realizado pela Invitrocell

Este teste visa avaliar o potencial de irritagdo ocular de uma determinada substancia
ou produto. Trata-se de um teste “in vitro”, ou seja, nao ¢ realizado na popula¢do ao qual se
destina seu uso (cées e gatos).

Este teste foi realizado na Invitrocell, a empresa, realiza testes in vitro de seguranca e
eficacia através de estudos celulares e moleculares, dando suporte as atividades de
desenvolvimento de matérias-primas e produtos. Habilitada na ANVISA, seus estudos sdo
aceitos por 6rgaos regulatorios em todo o mundo, para registro de produtos.

As formulacBes sdo aplicadas na cornea bovina adquirida em matadouros
credenciados. Estas ficam em contato com a cornea por 1 hora. Apds sucessivas lavagens, a
cdrnea € avaliada em um aparelho chamado opacitémetro.

O opacitbmetro mede o quanto aquela cdrnea que era transparente se tornou opaca
apos contato com a formulacdo. Quanto mais irritante maior a opacidade da cdrnea.

Nesse teste denominado BCOP também é avaliado se h4 um aumento da permeacéo
de um corante. Quando em contato com as proteinas presentes na cornea, a formulagéo
cosmética pode promover uma degradacdo destas fazendo com que a cOrnea, que € uma
espécie de membrana, figue menos espessa. Desse modo, o corante utilizado para medir a
permeacdo passa com mais falicidade pela cornea. Quanto mais permeével, maior foi o dano
causado pelo produto aplicado e, consequentemente, maior o potencial de irritacdo deste

produto.



O teste de BCOP atribui notas tanto para a permeacdo quanto para a opacificagdo da
cdrnea e, por célculos complexos € possivel determinar se a formulagdo/produto aplicado é
um irritante severo ou ndo. O resultado mais importante deste teste é determinar se o produto
possui ou ndo irritacdo severa. O IVIS (escore de irritacdo “in vitro”) maior do que 55
determina irritagdo severa.

O teste de BCOP ¢ um teste “in vitro” que possui uma acuracia de 79%, sendo

portanto bastante confiavel.

CONCLUSAO: Tanto o SHAMPOO SENSY & TRAT - CRS ALIVIO
DERMICO quanto SHAMPOO SENSY & TRAT — MNT EQUILIBRIO DERMICO
obtiveram um grau de irritacdo ocular muito baixo e nédo classificado como irritante
severo. O AQUA SERUM SENSY & TRAT foi classificado como néo irritante. Todos
tiveram o IVIS inferior a 5, indice muito baixo, podendo definir que todos os produtos

sdo nao irritantes.
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RESUMO

O ensaio de BCOP (Bovine Corneal Opacity and Permeability) € um método alternativo ao uso de

animais desenvolvido em substituicdo ao teste de Draize (1944), e avalia o potencial de irritagcao

ocular tépica de substancias quimicas. Neste método, como sistema teste, é utilizado a cérnea

bovina, pois preserva a curto prazo as fungdes fisioldgicas e bioquimicas normal do tecido vivo. No

presente estudo, a substancia teste SHAMPOO OIL CONTROL SENSY & TRAT CONTROLE DA
OLEOSIDADEfoi avaliada quanto aos danos fisicos causados a cornea como opacidade e aumento

da permeabilidade através da membrana. A substancia teste foi aplicada diluida a 10% em NaCl

0.9% sobre a cérnea e foi realizada incubagéo por 10 minutos seguido de 2 horas. Como controle

negativo e positivo do ensaio foram utilizados a solugdo salina NaCl 0.9% e o Etanol 99,5%,

respectivamente. Para o controle negativo NaCl ndo foi observado opacidade ou aumento da

permeabilidade da cérnea, sendo classificado como “Sem Categoria”. O controle positivo Etanol

99,5% apresentou VIS de 38,82, sendo categorizado como “Nenhuma previséo pode ser feita”, em

acordo com o preconizado no guia OECD 437. A substancia teste SHAMPOO OIL CONTROL
SENSY & TRAT- CONTROLE DA OLEOSIDADEapresentou IVIS 3,25 e foi categorizada como
“Nenhuma previsao pode ser feita”.
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1. INTRODUGAO

O ensaio de Permeabilidade e Opacidade da Cérnea Bovina (“Bovine Corneal Opacity and
Permeability” - BCOPY é um método in vitro que pode ser utilizado para identificar substancias
quimicas potencialmente indutoras de irritacdo ocular severa bem como aquelas substancias
quimicas que nao requerem classificacdo quanto a seguranca de irritacdo ocular, conforme
estabelecido pelas Nagdes Unidas (UN) do sistema de harmonizagéo global para classificagdo e
rotulagem de substancias quimicas (Globally Harminizated System for classifications and labelling of
chemicals — GHS). Portanto, o0 método apenas permite classificar substancias como “corrosivos
oculares e irritantes severos” (Categoria 1) ou como né&o irritantes oculares, conforme definido pela
UN GHS.

O ensaio baseia-se na avaliagdo de dois eventos envolvidos na irritagéo ocular: 1) Opacidade;
e 2) Permeabilidade da cornea. Estes eventos sao analisados por meio da determinacdo da
transmisséo da luz através da cornea (opacidade) e pela permeagéo do corante fluoresceina através
da cornea (permeabilidade).

A opacidade é resultante do processo de desnaturagido das proteinas do tecido vivo,
enquanto que a permeabilidade estd associada a morte celular e ao afrouxamento das juncdes
célula-célula do tecido.

Para substancias quimicas que se enquadram na Categoria 1 UN GHS, o método de BCOP
apresenta uma acuracia de 79% (150/191), com uma propor¢ao de 25% de falsos-positivos (32/126)
e 14% de falsos-negativos (9/65). Para substancias que n&o requerem classificagdo de irritagao
ocular o método apresenta acuracia de 69% (135/196), tendo uma proporcdo de 69% (61/89) de
falsos-positivos e 0% (0/107) de falsos-negativos.

Uma das limitacbes deste método é que a reversibilidade do dano causado a c6rnea nao
pode ser avaliada, pois ndo sao considerados injlrias a conjuntiva e a iris, bem como a toxicidade
sistémica associada a exposi¢cao ocular.

2. OBJETIVO

Avaliar o potencial de irritagdo/corrosividade ocular da substancia teste SHAMPOO OIL
CONTROL SENSY & TRAT- CONTROLE DA OLEOSIDADEpor meio do ensaio de BCOP, de
acordo com o protocolo descrito na OECD TG437.

3. DEFINIGOES E SIGLAS

BPL Boas Praticas de Laboratério
SBT Substancia Teste
ST Sistema Teste
F-POP_03.02 Rev.04 Data07/11/2017 7116

Local onde sera inserido o texto: “Instalagdo Teste reconhecida em conformidade aos principios das Boas Praticas de Laboratério — BPL”



INVITEOCELL Relatorio Final n° 030.T1-029-066485-01-N

Verséo 01
4, DATAS

Inicio do Estudo
23/11/2017

FASE ANALITICA

Inicio Ensaio Término Ensaio
24/11/2017 24/11/2017
Relatorio Final
24/11/2017
F-POP_03.02 Rev.04 Data07/11/2017 8/16

Local onde sera inserido o texto: “Instalagdo Teste reconhecida em conformidade aos principios das Boas Praticas de Laboratério — BPL”



INVITEROCELL Relatorio Final n° 030. T1-029-066V485-_01-N
ers&o 01

6.3.3. Preparo e aplicagao substancia do controle positivo
O controle positivo (Etanol 99,5%) foi aplicado puro, sem diluigcbes, diretamente sobre as
corneas. Para tanto, 0,75 mL foram aplicados diretamente sobre as cérneas.

6.3.4. Preparo e aplicagao substancia do controle negativo
Solugdo salina de cloreto de sédio 0,9% (NaCl 0,9%) foi utilizada como controle negativo.
Para tanto, foram aplicados 0,75 mL diretamente sobre as corneas.

6.3.5. Método de incubagao
O método de incubagéo utilizado foi o de camara fechada e as cérneas ficaram expostas a
substancia teste por um periodo de 10 minutos seguido de 2 horas de incubacéo.

6.3.6. Procedimentos
O ensaio de irritacao ocular em cérnea bovina (“Bovine Corneal Opacity and Permeability” -
BCOP) sera realizado de acordo com os procedimentos descritos no POP-0038: ENSAIO DE
PERMEABILIDADE E OPACIDADE EM CORNEA BOVINA (BCOP) e NORMA-0007: OECD 437 -
ENSAIO DE PERMEABILIDADE E OPACIDADE EM CORNE/OR/INA.

6.3.7. Calculo do indice de Irritagdo in vitro (IVIS)

A opacidade é determinada pela subtragéo da leitura de opacidade pos-tratamento (Mtz) pela
leitura de opacidade inicial (Mto). A permeabilidade da cérnea é determinada por meio dos valores de
absorbancia de fluoresceina (ODag) que permeou através das cérneas.

A média dos valores de opacidade e de permeabilidade foram utilizados para calcular o grau de
irritagcao in vitro (IVIS — “In Vitro Irritancy Score”), segundo a formula descrita abaixo:

WONE BOREMERE RS BN SENRORREMT BE BE W oW BN B8R

Tabela 1. Tabela de classificagdo da amostra segundo o grau de irritagdo ocular (IVIS) de acordo
com OECD TG437 (2013)

Grau de Irritagao (1VIS) Classificagdao *UN GHS
<3 Sem Categoria
>3;<55 Nenhuma previsao pode ser feita
> 55 Irritante Severo (Categoria 1)

*UN GHS: “United Nations Globally Harmonized System” - Sistema Globalmente Harmonizado de Classificagdo e
Rotulagem de Produtos Quimicos.
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores médios de opacidade e de permeabilidade dos controles positivo e negativo bem
como da substancia teste SHAMPOO OIL CONTROL SENSY & TRAT- CONTROLE DA
OLEOSIDADEestao descritos nas Tabelas 2 e 3, respectivamente. Os dados brutos de opacidade e
permeabilidade estdo apresentados na Tabela 5 e 6 (Anexos). Na tabela 4 estdo descritos os valores
de IVIS e a classificagdo do potencial irritante das amostras segundo o guia OECD 437 (2013).

Tabela 2. Valores médios de opacidade

Substéncias Teste Média (Mopt) DP EPM
NaCl 0,9% 0,00 0,000 0,000
Etanol 99,5% 20,75 0,957 0,479
SHAMPOO OIL CONTROL SENSY & TRAT CONTROLE DA 0,75 0,957 0,479

OLEOSIDADE

Legenda: Mopt = (Mi-Mio)amostra - (Mi2-Mio)naci; DP=Desvio Padrao; EPM = Erro padrao da Média

Tabela 3. Valores médios de permeabilidade (ODago)

Substéncias Teste Média (Mod) DP EPM
NaCl 0,9% 0,01 0,002 0,001
Etanol 99,5% 1,20 0,080 0,040
SHAMPOO OIL CONTROL SENSY & TRATCONTROLE DA
OLEOSIDADE 0,17 0,059 0,029

Legenda: Mod = (ODagg amostra - ODago naci ); DP=Desvio Padrao; EPM = Erro padrao da Média

Tabela 4. Classificagdo das amostras segundo o potencial de irritagéo in vitro (IVIS)

Substincias Teste VIS DP EPM Classificagao
NaCl 0,9% 0,13 0,027 0,014 Nao irritante
Etanol 99,5% Nenhuma previsédo pode
38,82 1,846 0,923 ser feita
SHAMPOO OIL CONTROL SENSY & TRAT Nenhuma previsao pode
- CONTROLE DA OLEOSIDADE 3,25 1,750 0,880 ser feita

Legenda: IVIS = indice de irritag&o in vitro, DP=Desvio Padrédo; EPM = Erro padrdo da Média
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8. CONCLUSAO

De acordo com as condi¢cbes experimentais e metodologia utilizadas no presente estudo, a
substéncia teste SHAMPOO OIL CONTROL SENSY & TRAT CONTROLE DA OLEOSIDADE
encaminhada pela empresa CENTAGRO - CENTRO TECNOLOGICO AGROPECUARIO LTDA
conclui-se que:

I. A substancia teste SHAMPOO OIL CONTROL SENSY & TRAT- CONTROLE DA
OLEOSIDADETfoi categorizada como “Nenhuma previsdo pode ser feita”, em acordo com o
preconizado no guia OECD 437.

Este relatério destina-se exclusivamente ao uso interno da CENTAGRO - CENTRO
TECNOLOGICO AGROPECUARIO LTDA nido podendo ser utilizado em quaisquer veiculos de
comunicagdo sem autorizagéo por escrito do autor.

Os resultados e conclusdes apresentados se aplicam somente a substancia recebida para
analise ndo podendo ser estendidos por correlacdo ou similaridade. Quando necessario vincular o
estudo realizado a formula da substancia testada, esta estara anexa ao corpo deste documento
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