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Resumo

A implementacao de novas legislacbes com vista a regulamentar a introducao de novos
compostos nos produtos para consumo como os desenvolvidos na indUstria cosmética,
introduziu a necessidade de se desenvolverem testes in vitro que substituissem os classicos
testes in vivo de modo a ser possivel aumentar o nimero de testes toxicoldgicos e, ao mesmo
tempo, diminuir o uso de animais em laboratério. Pretende-se construir uma base de dados
acerca dos compostos usados o mais detalhadamente possivel, de modo a maximizar a
seguranca dos mesmos, abrangendo testes nas mais diferentes areas da toxicologia. Neste
ambito, surge em 2004 o projecto ReProTect que pretende desenvolver métodos alternativos
para o estudo da toxicidade reprodutiva. A complexidade do ciclo reprodutivo torna
necessario dividir o seu estudo em partes, desenvolvendo diversos testes alternativos com
endpoints diferentes. Nos Ultimos anos tem-se colocado em questdao a seguranca imputada
aos diferentes filtros UV presentes nos protectores solares. O octocrileno é um filtro UV
relativamente recente sendo a informacao disponivel acerca deste composto, em mamiferos,
muito escassa. O presente trabalho tem como principal objectivo testar o potencial tdxico
desta substancia utilizando para isso um dos testes desenvolvidos durante o projecto
ReProTect. O teste de maturacao in vitro de odcitos de bovino (bIVM) permite analisar a
influéncia que o octocrileno pode ter durante o processo de maturacdo dos odcitos
nomeadamente na conclusao do processo de meiose. O endpoint deste teste reflecte a
concentracao de composto a partir da qual 50% dos oocitos sao inibidos de concluir a meiose
(ECso) sendo os resultados apresentados em percentagem de odcitos em MIl. Foram testadas
cinco concentracdes de octocrileno entre 0,195pM-1,560pM. Os resultados obtidos
demonstram uma tendéncia decrescente de oocitos em MIl a medida que se aumenta a
concentracao. Apesar de se observar valores de percentagem de MIl inferiores a 50% (valor
minimo obtido:37%), a determinacdo do valor de ECso do octocrileno ndo pode ser confirmada
devido ao reduzido valor de amostragem. O facto de nao existir informacdes prévias acerca
da potencial toxicidade reprodutiva do octocrileno faz com que se considere que este
trabalho representa um importante contributo na medida em que se identifica a gama onde
provavelmente se situa o valor de ECsq do octocrileno valor que, a confirmar-se, encontra-se
abaixo dos 50pM definidos como concentracao de ECs, abaixo da qual todos os compostos sao

considerados como positivos no que se refere ao estudo da toxicidade reprodutiva.

Palavras-chave

Testes alternativos in vitro; ReProTect; Toxicidade Reprodutiva; bIVM; Odcitos de bovino,

Octocrileno; ECs.
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Abstract

The implementation of new legislation to regulate the introduction of new compounds in
consumer products such as those developed in the cosmetics industry, has introduced a need
to develop in vitro assays that replace the in vivo tests traditionally used in order to be able
to increase the number of toxicological test at the same time that reducing the use of
laboratory animals. It’s intended to build a database on the compounds used in as much
detail as possible in order to maximize data security, comprising testing in different areas of
toxicology. In this context, in 2004 was developed the ReProTect project that aims to develop
alternative approaches to the study of reproductive toxicity methods. The complexity of the
reproductive cycle does not allow the study of their sensitivity to potentially toxic compounds
in a global manner, it is necessary divide into parts, and develop several alternative tests
with different endpoints. In the last years, several publications had questioned the imputed
safety of UF filters present in sunscreens. Octocrylene is a relatively new UV filter witch have
very few data reported. There is no information about, among the others, his potential
reproductive toxicity. This study aims to test the potential toxicity of this substance using one
of the tests developed during the ReProTect project. The in vitro maturation of bovine
oocytes test (bIVM) allows to analyze the influence that the octocrylene may have during the
process of oocyte maturation particularly at the conclusion of the process of meiosis. The
endpoint of the test compound reflects the concentration from which 50% of the oocytes are
inhibited from completing meiosis (EC50). The results are presented in % of oocytes that
concluded meiosis. Five concentrations of octocrylene between the range of 0,195puM-1,560uM
were incorporated during in vitro maturation of bovine oocytes were. The results were
observed in visible inverted microscope (400x) and fluorescence (400x). The results showed a
downward trend in the % of MIl oocytes as the concentration increased. It was possible to
observe values under the ECsy. A minimum of 37% of MIl oocytes was reached. Despite that,
the determination of the ECsy value of octocrylene could not be confirmed. It is necessary a
larger sample and a greater number of replicates to do it. This study can be an important
contribution doing an initial screening of octocrylene concentrations, identifying the possible
range of the ECsy value. This takes more importance if we consider that for ECsq under 50uM,
the compounds are considered positive to toxicity reproduction. The values tested in this

study are far below of 50uM.

Keywords

In vitro alternative tests; ReProTect; Reproductive Toxicity; bIVM; bovine oocytes;

Octocrylene; ECs.
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Introducao

O ciclo reprodutivo é constituido por diversos o6rgaos e tecidos que desempenham um
complexo conjunto de processos e mecanismos de elevada importancia, tanto para a
obtencao de gametas funcionais e fertilizaveis, como para o desenvolvimento normal do ser
humano ao longo da vida. A complexidade deste ciclo é tao elevada como a sua sensibilidade
a alteracoes do meio em que se desenvolve, podendo essas alteracées culminar em
malformacoes de elevada gravidade ou mesmo morte. A necessidade de proteger o ser
humano contra agentes agressivos que destabilizam o normal funcionamento do ciclo
reprodutivo, fez com que, durante décadas decorressem estudos toxicologicos nas mais
diversas areas de modo a compreender o mecanismo de accao das diferentes moléculas que

compoOe o ambiente e os produtos consumidos pelo Homem [1].

A evidenciacdo do potencial tdxico de um produto ou composto quimico, bem como a
demonstracao do seu mecanismo de toxicidade requer a execucao de uma bateria de testes
toxicologicos que incluem ensaios in vitro e ensaios em animais [2]. Um relatério publicado
em 2005 evidenciou o recurso ao uso de elevado numero de animais para efeitos de
investigacao, na Europa, apontando para valores que rondariam os 10,7 milhdes, dos quais

cerca de 10% terao sido utilizados em estudos toxicologicos e de avaliacao de risco [3,4].

A publicacdo de uma nova legislacao pela Uniao Europeia para o registo e autorizacao de uso
de quimicos com o objectivo de assegurar um elevado nivel de proteccao da salde humana e
do ambiente (REACH - Registration and authorization of Chemicals) viria a ter como
consequéncia um aumento dramatico do nimero de animais sacrificados em investigacdo cujo
Unico objectivo seria a analise e deteccao de efeitos potencialmente toxicos dos diferentes
quimicos [5,6]. Por outro lado, a Unido Europeia pretendia que o uso de animais fosse visto
como ultimo recurso, sendo por isso necessario o desenvolvimento e validacdo de métodos
alternativos [7,8]. Estes esforcos foram realizados com o intuito de encontrar e validar
métodos alternativos de modo a nao so corresponder ao principio dos 3Rs [9] mas também
aumentar a seguranca do consumo humano de produtos constituidos por substancias cujo
mecanismo de accao e riscos de utilizacdo sejam parcamente conhecidos [10,11].
Efectivamente o principio dos 3Rs - Reduce, Replacement, Refinement - foi desenvolvido por
Russel e Burch, em 1959, na sua obra “The Principles of Humane Experimental Technique” e
tem por objectivo principal a reducao do nimero de animais utilizados em experiéncias, bem
como o stress infligido nos mesmos. O termo genérico “Replacement” engloba as medidas que
levam a substituicado destes animais utilizando métodos alternativos como culturas celulares
ou simuladores [12,13]. A palavra “Refinement” refere-se as abordagens experimentais com
vista a minimizar o sofrimento dos animais de laboratério e, por fim, o termo “Reduction”
baseia-se na reducao do nimero de animais utilizados através de optimizacdes estatisticas e

experiéncias bem desenhadas [14]. Por exemplo, a realizacdo de testes sequenciais com



amostras de menor dimensao permite reduzir o nUmero de animais utilizados na medida em
gue vao sendo feitas optimizacdes ao longo da experiéncia ndo sendo necessario sujeitar logo

desde inicio amostras de grandes dimensdes a uma so6 dose [15].

Instituicoes internacionais de apoio a investigacdo, nomeadamente a ESF - European Science
Foundation, a ZEBET (“Centre for documentation and evaluation of alternatives to animal
experiments) ou a ECVAM (European Centre for the validation of Alternative Methods),
assumiram como prioritario o principio dos 3Rs na validacado de métodos alternativos ao uso
de animais. As associacOes industriais e a Comissao Europeia, adoptaram em 2005 este
principio, de modo a promover o desenvolvimento e implementacdo dos métodos alternativos
e estabelecer parcerias de cooperacao [3]. A estratégia SEURAT (Safety Ultimatly Replacing
Animal Testing) constituida pela Unido Europeia FP7 e a Safe Cosmetics em 2009, converge
este desejo comum, apoiando a investigacdo, através de um fundo de 50 milhdes de euros
disponiveis para apoiar projectos cujo principal objectivo incide em cobrir areas em que o
conhecimento cientifico ainda esteja por desenvolver e, ao mesmo tempo, acelerar o
desenvolvimento de métodos alternativos [16]. Também neste sentido a regulamentacao
Europeia REACH juntamente com a 7* emenda da directiva dos cosméticos regulamentaram o
uso de métodos alternativos como obrigatorio a partir de Marco de 2013, reduzindo
brutalmente o nimero de animais utilizados em testes de seguranca destes produtos [17 - 19]
Segundo o ultimo relatério da Unido europeia, em 2009, ano em que foi proibida a utilizacao
de animais em laboratorio (11 de Marco de 2009) foram utilizados cerca de 344 animais em
ensaios relacionados com a seguranca dos ingredientes cosméticos entre Janeiro e Marco,
tendo-se verificando-se nos anos anteriores em que nao existia tal proibicao um valor global
anual de 1818 animais em 2007 e 1510 em 2008 [1].



Toxicidade Reprodutiva

A toxicidade reprodutiva descreve um conjunto de efeitos adversos induzidos por um quimico
na reproducao dos mamiferos. No seu estudo, todas as fases do ciclo reprodutivo sao
abrangidas incluindo alteracoes nas funcées reprodutivas femininas e masculinas bem como a
inducao de efeitos adversos ndo hereditarios na descendéncia, nomeadamente, morte, atraso
de crescimento, efeitos estruturais e funcionais [20]. Deste modo, a toxicidade reprodutiva
refere-se a uma grande variedade de efeitos adversos que podem ocorrer em diferentes fases
do ciclo reprodutivo como consequéncia de uma ou mais exposicdes a uma substancia
potencialmente toxica, incluindo efeitos na fertilidade, comportamento sexual, implantacdo
embrionaria, desenvolvimento embrionario, adaptacdo pds-natal e subsequente crescimento e
desenvolvimento da maturidade sexual. O desenvolvimento embrionario/fetal é considerado
um dos passos mais criticos entre todos os passos do ciclo reprodutivo [21]. A complexidade
da reproducdao nos mamiferos requer estratégias de testes integrados que permitam

preencher todas as necessidades para a identificacao do perigo e avaliacao de risco [22].

Em 2004 foi criado o projecto ReProTect, tutelado pelo programa FP6 da Unido Europeia (6"
Framework Programe of European Union), o qual inclui 33 parceiros com experiéncia
complementar na area da toxicidade reprodutiva, e cujo objetivo é avaliacdo de efeitos
adversos em células-alvo ou mecanismos que influenciam e conduzem a um efeito toxico ao
nivel reprodutor. O projecto foi subdividido em diferentes areas de investigacao de forma a

abordar a complexidade geral do ciclo reprodutivo (Figura 1) [23 - 25].



Desenvolvimento
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Figura 1. Relacdo entre os diferentes modelos de teste desenvolvidos segundo cada fase do ciclo

reprodutivo . (Adaptado a partir de Shwartz, 2009 [24])

O projecto ReProTect foi o primeiro de uma série de projectos integrados, fundados pela UE,
que incluem outros projectos como por exemplo, AcuTox (www.acutetox.eu), Sens-it-tiv
(www.sens-it-tiv.eu) e Carcinogenomics (www.carcinogenomics.eu) com o intuito de

desenvolver testes in vitro para os varios endpoints da saide humana [26].

Neste projecto foram abordados diferentes modelos in vitro para o estudo de varios alvos
toxicoldgicos tal como a gametogénese, fertilizacdo, implantacao e desenvolvimento
embrionario e ainda, os efeitos secundarios induzidos pelo produto teste no sistema
hormonal. Alguns modelos demonstraram possuir um poder preditivo com relevancia
suficiente para serem convertidos em testes de seguranca toxicoldgica. Neste sentido, o

projecto foi conduzido de modo a resultarem testes que poderiam ser submetidos ao ECVAM,



estando preparados para entrar formalmente no processo de validacao por esta entidade
[20,27]

Apesar dos esforcos realizados para encontrar testes alternativos, da vasta lista de testes
propostos, a maioria encontra-se ainda em fases anteriores a sua validacdo. Existem varias
razdes para o dificil e lento avanco na implementacao de métodos alternativos para a
toxicidade reprodutiva que incluem o tempo médio de desenvolvimento e investigacdo, a
falta de compreensao do modo de accao no sistema reprodutivo dos compostos
potencialmente téxicos e ainda, o elevado nimero de mecanismos fisioldgicos envolvidos na
reproducdao dos mamiferos [22]. De facto, é globalmente considerado que modelos in vitro
usados isoladamente sao redutores, nao englobando todos os aspectos do ciclo reprodutivo
[28]. Por outro lado, cada modelo in vitro mimetiza uma parte do ciclo reprodutivo, pelo que
se considera que s6 reunindo um conjunto de testes in vitro bem desenhados e validados se

possa substituir uma proporcao substancial dos testes realizados in vivo [21].

Existem ainda outras limitacdes que contribuem também para a dificuldade em concretizar a
substituicdo total dos testes in vivo como por exemplo o facto da maioria dos métodos in
vitro nao considerar os varios aspectos ADME (Absorcdo, Distribuicdo, Metabolismo e
Excrecdo) que por sua vez tém um impacto tremendo no perfil toxicologico da substancia.
Para além disso, a distincido entre toxicidade geral e os efeitos especificos no
desenvolvimento, é dificil avaliar mesmo recorrendo a estudos in vitro complexos. De forma
geral, a influéncia do organismo materno, incluindo a toxicidade materna nao é tomada em
conta por estes estudos. Finalmente, podem ocorrer dificuldades técnicas tendo em conta a
baixa solubilidade em agua de varios compostos testados, facto que tem de ser considerado

no desenho de cada experiéncia in vitro individualmente.[21,22]

Tendo em conta todas estas dificuldades e o conhecimento actual prevé-se que a completa
substituicido de estudos recorrendo ao sacrificio de animais para estudos de toxicidade

reprodutiva provavelmente, nao ocorra num tempo Gtil menor que 10 anos [29].

No entanto, os métodos alternativos estdao ja a ser utilizados como ferramentas Uteis para
triagem e rastreio. Além disso, estes métodos podem ter uma importante contribuicdo na
compreensdao da mecanica da toxicidade reprodutiva, contribuindo com informacdo mais
especifica na interferéncia do composto em teste com o endpoint definido no estudo. O
desafio € construir nestas vantagens um conjunto de testes que unidos definem uma
estratégia de sucesso apresentada como alternativa aos actuais testes in vivo, nos quais os
endpoints mais sensiveis sao combinados com uma seleccao de experiéncias bem construidas
com informacdo correcta. Aplicar tal estratégia pode evitar os testes in vivo de muitos
compostos potencialmente toxicos e, desta forma optimizar e reduzir consideravelmente os
testes de toxicidade reprodutiva em animais [30]. A existéncia de bases de dados nas quais se

encontra reunida informacao toxicologica proveniente de investigacoes standardizadas parece



ser prometedora. Estas bases de dados irdao permitir a identificacdo de alvos do ciclo
reprodutivo sensiveis a compostos potencialmente toxicos bem como o estabelecimento de
endpoints e a identificacao de falhas de informacao, de modo a concentrar esforcos para a

sua supressao [20,27].

A organizacao para a cooperacao e desenvolvimento econémico (OCDE) tem vindo a produzir
linhas de orientacédo para testes altamente standardizados e internacionalmente homogéneos,
de modo a serem usados para a avaliacdo toxicologica de diferentes produtos, incluindo
quimicos industriais, agroquimicos e cosméticos. Adicionalmente, foi recentemente
preparado um documento guia para os testes e avaliacao da toxicidade reprodutiva em

mamiferos [31].

Actualmente, muito embora a ja referida legislacdo para cosméticos, a avaliacdo da
toxicidade reprodutiva nestes produtos rege-se pelas linhas de orientacao da OCDE 415 [32] e
416 [33] que se referem a testes in vivo, existindo ainda outras relacionadas com o
desenvolvimento (OCDE TG 414, 421, 422)[34-36]. No entanto, todos os esforcos vao no
sentido de validar a bateria de ensaios alternativos em proposta indo de encontro a legislacao

e a orientacdo mundial de reducao do nimero de animais utilizados em testes toxicologicos.

Um resumo de todos os testes alternativos para a avaliacao da toxicidade reprodutiva pode
ser encontrado na publicacdo de Adler et al (2011) com referéncia a fase do ciclo reprodutivo
que o teste inclui, a sua area de aplicacdo, a sua relacao com os testes in vivo, o tempo
estimado para entrar em processo de pré-validacdo bem como o seu estado actual
(consideram-se 5 niveis no desenvolvimento de um teste: investigacdo e desenvolvimento,

optimizacao, pré-validacao, validacao, aceitacao e regulamentacao) [21].

A TOXICIDADE PRE-IMPLANTATORIA

A fase pré-implantatoria caracteriza-se pelo conjunto de processos que ocorrem antes de um
embrido se implantar no Utero materno, distinguido-se duas subfases principais:
gametogénese e fertilizacdo. A fertilizacdo engloba todo o processo que permite que um
oocito seja fertilizado por um espermatozoide bem como o desenvolvimento inicial
embrionario até que chegue ao Utero e se implante no endométrio. A gametogénese, por sua
vez, refere-se aos processos bioldgicos desde a fase pré-natal durante a qual as células
estaminais embrionarias se diferenciam e formam gametas femininos e masculinos imaturos,
bem como os processos de maturacdo dos mesmos que ocorre ja apos o nascimento,

puberdade e fase adulta [37].



Nos mamiferos, odcitos de pequenas dimensdes crescem e atingem o seu tamanho final no
ovario onde maturam e se preparam para ser fertilizados. O processo de maturacao do odcito

€ um evento critico para o potencial desenvolvimento de um embriao [38].

O ovario, nos mamiferos, é o drgao responsavel pela producdo de od6citos maduros e pela
producao de hormonas que permitem o desenvolvimento de caracteristicas sexuais
secundarias e a possibilidade de uma gravidez a termo. O foliculo ovarico contém um Unico
oocito rodeado por multiplas camadas de diferentes tipos de células somaticas [39]. O foliculo
providencia nutrientes e sinais regulatérios necessarios para o crescimento e maturacdo do
oocito. Os foliculos comecam a crescer durante a vida pés-natal e continuam o seu
crescimento até a menopausa. Por sua vez, a oogénese ocorre ainda durante a vida fetal e o
nimero de oocitos presente no ovario ndao é renovavel, mantendo-se em forma latente

durante muitos meses ou até anos [40].

A fase de laténcia termina apds estimulacdo hormonal que promove o desenvolvimento
folicular. De modo a que este processo ocorra sdo accionados varios e complexos mecanismos
sendo a competéncia de desenvolvimento e a maturacdo odcitaria processos extremamente

importantes para o normal desenvolvimento embrionario [37].

A competéncia de desenvolvimento é a capacidade do odcito produzir uma descendéncia
normal, viavel e fértil apos a fertilizacdo. Os passos finais da maturacdo do odcito sao cruciais
para a aquisicao de propriedades funcionais necessarias para o posterior desenvolvimento,
como é o caso das alteragcdes observadas na cromatina das vesiculas germinativas ou da
interaccao existente através das juncoes comunicantes e a propria relacao entre o odcito e as
células do cumulus [41-43]. Esta competéncia € adquirida de forma gradual durante o
desenvolvimento folicular, podendo ser perturbada por varios factores externos. A
competéncia do desenvolvimento € normalmente expressa como a percentagem de odcitos
qgue podem desenvolver-se até blastocisto (apds fertilizacao), no entanto, tal ndo garante que
o embriao se desenvolva a termo [44]. Outros aspectos comummente usados para avaliar esta
competéncia incluem avaliagdes morfolégicas como o nimero de blastomeros ou a razao
entre a massa celular interna e o nUmero de células da trofoectoderme. Avaliacées funcionais
como a taxa metabdlica ou a capacidade de recuperacdo apds congelamento deverao também
ser consideradas de forma a fornecer uma ideia mais completa do potencial de

desenvolvimento do odcito [37].

Para além da aquisicaio de competéncia, também o processo pelo qual o oocito passa de
imaturo a maduro é de extrema importancia. Este, € um fenédmeno complexo durante o qual o
odcito passa por varias fases e divisdes até chegar a metafase Il (maturacao nuclear). Durante
este processo, a membrana nuclear comeca a enrolar, os poros nucleares desaparecem e a
membrana nuclear fragmenta antes que rapidamente desapareca, deixando apenas pequenos

sacos de dupla parede. Este evento é chamado de quebra da vesicula germinativa (Germinal



vesicle Breackdown - GVBD), os nucléolos desaparecem rapidamente apds ficarem em
contacto com o citoplasma. Depois, mais a frente, os cromossomas condensam, aparecem os
cinetocoros e os microtUbulos puxam os cromossomas formando a placa metafasica da meiose
I. A separacdo dos cromossomas homologos e a migracdao destes aos respectivos polos
acontece durante a anafase |. Durante a telofase I, os cromossomas que se encontram cada
um em seu polo sdao rodeados por membrana nuclear. A segunda divisdo meidtica sem
replicacdo cromossdmica toma lugar imediatamente e o oocito atinge a metafase Il. O odcito
permanece na metafase Il até a fertilizacao ocorrer, altura em que este completa a meiose.
Assim, a maturacdo nuclear refere-se a progressao do nicleo do odcito desde vesicula
germinativa até a metafase Il. Tal envolve a quebra da vesicula germinativa, a condensacao
dos cromossomas, a metafase |, a formacao do fuso, a separacao dos cromossomas homologos

com extrusao do primeiro corpuUsculo polar (CP) e laténcia em metafase Il [45].

A maturacao do oocito envolve ainda transformacdes ao nivel do citoplasma que prepara a
célula para suportar a fertilizacdo e o desenvolvimento inicial embrionario [46]. A maturacao
citoplasmatica descreve tanto as alteragdes estruturais que tomam lugar no oocito de
vesicula germinativa a metafase Il como a aquisicido de competéncia de desenvolvimento do
odcito. A maturacado citoplasmatica esta associada a capacidade que um o6cito maduro (MIl)
tem para levar a cabo uma fertilizacado normal, uma clivagem com sucesso e ao
desenvolvimento de blastocisto. Outros parametros indirectamente relacionados com a
maturacdo do citoplasma incluem a expansdao das células do cumulus, a extrusdao do

corpusculo polar e o aumento do espaco perivitelino [37,45].

Este processo de maturacao de odcitos foi utilizado como referéncia para o desenvolvimento
de um procedimento laboratorial, testado no seu potencial de aplicacdo aos cosméticos no
ambito do projecto ReProTect, que se pretende que venha a constituir uma ferramenta de
avaliacdo da toxicidade reprodutiva pre-implantatoria sob a forma de teste in vitro
alternativo [27]. O teste de Maturacéo in vitro (bIVM), usa como modelo os oocitos de bovino,
analisando e monitorizando o efeito de um determinado composto durante a maturacao dos
oocitos in vitro [47]. O teste rastreia potenciais efeitos adversos no processo de maturacao
apoés exposicdo dos complexos cumulus-corona-odcito (COCs) a substancias-teste, com
especial referéncia a alteracoes da configuracao nuclear no interior do o6cito comparado com
os oocitos de controlo ndo expostos a substancia [48]. Lazarri et al. (2008), no seu trabalho
de escrutineo dos valores ECs, de diferentes compostos, realizou testes de maturacao in vitro
de odcitos de bovino e testes de fertilizacdo dos mesmos. No final, comparou a sensibilidade
da presenca de cada composto no processo de maturacao e no de fertilizacao concluindo que
na maioria dos casos, o processo de maturacao apresenta maior sensibilidade que a propria
fertilizacao, demonstrando de alguma forma a complexidade do processo de maturacao [11].
A toxicidade do composto é avaliada pelo insucesso do processo de maturacao do odcito que
corresponde a interrupcao do processo de meiose (0dcito nao completa o ciclo até metafase

II). A técnica bIVM encontra-se bem documentada na literatura e é aplicada em centros de



reproducao animal assistida [49]. Este teste ndo necessita que haja sacrificio de animais e ndo
causa stress nos mesmos. E baseado no principio de que a maturacdo dos o6citos é um passo
crucial no ciclo reprodutivo [48]. Tem sido referido que o uso de gametas de bovino para
estudos toxicologicos in vitro pode ter particular interesse e, nalguns aspectos, podem até ser
vantajosos em relacao a modelos em que utilizam roedores, por se basearem exclusivamente
no uso de material bioldgico recolhido em matadouro, pela semelhanca entre diversos
aspectos da fisiologia do ciclo reprodutivo bovino e humano e pela maior homologia entre
humanos-bovinos que humanos-ratos. A variabilidade e “transferibilidade” entre laboratérios
deste teste foi analisada para um conjunto de oito quimicos e a analise estatistica
demonstrou uma boa concordancia entre os resultados dos dois laboratdrios envolvidos. No
entanto foi considerado necessario alargar o nimero de compostos testados de forma a
confirmar a preditividade deste teste pelo que o ensaio se encontra ainda em fase de pré-
validacao [11,29,48,49,50].

Efectivamente, apos o projecto ReProTect, foram realizados inimeros protocolos e reunidos
na biblioteca on-line da prépria entidade reguladora (EURL-ECVAM, DB-ALM: protocols) com o
objectivo de disponibilizar a todos os interessados, nomeadamente a comunidade cientifica,
os procedimentos testados durante esse projecto. Pretende-se desta forma, homogeneizar o
modo como estes sdo reproduzidos de forma a conseguir maior fiabilidade e concordancia de

resultados inter-laboratorios [20].

O projecto terminou em 2009 e, desde essa altura, tém sido disponibilizados estudos que
procuram optimizar o procedimento do bIVM inicial [51]. De entre as modificacoes mais
comuns, encontra-se a substituicdo do soro por alcool polivinilico (PVA) por este ultimo ser
uma macromolécula biologicamente inactiva que facilita o isolamento e a transferéncia no
meio de maturacao dos oocitos de bovino, rodeados por células de cimulus (COCs) [52,53]. O
objectivo tem sido essencialmente, remover qualquer efeito de interferéncia que o soro possa
constituir, na avaliacao do efeito dos compostos testados, havendo por isso estudos em que a
maturacao de odcitos é feita sob diferentes condicdes, incluindo diferentes concentracoes de
soro e composicdo do meio [54-56]. Também a duracdo dos varios passos incluidos no
processo da meiose como o tempo de activacao da partenogénese, ou a temperatura ideal

para o procedimento tém sido objecto de estudo de maneira a optimizar resultados [57,58]

O protocolo referente ao teste bIVM em od6citos de bovino, na DM-ALM, tem o n°129 e foi
revisto pela Gltima vez em Marco de 2010 [46]. Existem varios grupos de investigacdo que
usam protocolos experimentais semelhantes, havendo alguns que utilizam odcitos de rato em
vez de odcitos de bovino [59]. Os oocitos podem ser cultivados com as células do cumulus
como COCs completos ou estas células podem ser removidas antes da maturacédo in vitro.
Outros autores utilizam ooécitos de bovino (nao utilizando necessariamente o protocolo 129

fornecido pela EURL-ECVAM) para estudar os efeitos dos compostos com outro tipo de



endpoints como o estudo do comportamento de algumas proteinas no meio de maturacao, a

viabilidade celular ou a expressao génica [60,61].

Embora as entidades reguladoras anseiem por métodos alternativos, o processo de submissao
e validacdo de modelos de teste, na Unido Europeia, é extremamente rigido. Na Figura 2
encontra-se um esquema representativo dos principios da ECVAM para a aprovacao e
validacao de um teste alternativo [62]. No que diz respeito especificamente a toxicidade
reprodutiva os testes terao de no final permitir a classificacao dos compostos em estudo
segundo o risco que representam, dividindo-os em trés grupos: ndo-toxicos, ligeiramente

toxicos e extremamente toxicos [63].

Definicdo de teste

Variabilidade
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Figura 2 - Abordagem modular da aplicacdo dos principios da ECVAM para a validacao de
testes alternativos. (Adaptado a partir de Hartung (2004)[62])

De acordo com o procedimento definido, o modelo do teste bIVM foi submetido a EURL-ECVAM
em 2010 apos preparacdo de resumo do método e submissdo deste a rede de reguladores
inseridos na EURL-ECVAM (PARERE - Preliminary Assesment of Regulatory Relevance) para
analise da sua relevancia. Alguns reguladores sublinharam o valor do método como
componente de um grupo de testes para a avaliacdo da toxicidade reprodutiva e como
importante ferramenta de screening de forma a identificar potenciais toxicos para posterior
analise aprofundada. Por outro lado, outros reguladores, consideraram que a posicao deste
teste no conjunto de testes estratégicos em curso e o seu impacto no principio dos 3Rs

deveria ser clarificada antes de qualquer validacao. A curto prazo, foi considerado que este
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teste seria Util para fornecer informacao adicional acerca do modo de accao sem usar animais

mas ndao como método de reducao ou substituicao do uso dos mesmos per se [20].

Para a avaliacdo da toxicidade reprodutiva na fase pre-implantatéria, foram desenvolvidos
diferentes testes como o ja referido bIVM [53], o teste em células da granulosa (ainda em fase
de desenvolvimento) [64] ou mFBA (Follicle Culture Bioassay, ainda em fase de
desenvolvimento)[65], tendo-se escolhido para este estudo o bIVM por ser aquele em que a
avaliacao é feita directamente em odcitos e, ao mesmo tempo, por ja se encontrar em fase

de pré-validacao.

Importancia dos testes de toxicidade reprodutiva na industria

cosmética

De acordo com as directrizes gerais de ensaios de toxicidade com recurso a animais adoptadas
pela Europa também a industria cosmética foi incluida neste processo legal de utilizacdo de
métodos alternativos in vitro e in silico. A directiva dos cosméticos 76/768/EEC publicada em
1976, foi sofrendo algumas remodelacdes sob a forma de emendas ao longo dos anos
compiladas e publicadas em 2004 pela COLIPA [17,66]. Mais tarde, em 2009, sob a forma de
legislacao, é publicada a (EC)1223/2009 dos produtos cosméticos, que surge com o objectivo
de reformular a directiva 76/768/ECC, ndao havendo grandes alteracdes no que respeita a
base de sustentacdo desta uUltima, mas sim, enfatizando-se alguns aspectos que foram
ganhando grande relevancia e notificadas sob a forma de emendas ao longo dos 30 anos de
aplicacao da directiva, nomeadamente no que respeita a garantia de seguranca de consumo
dos diferentes produtos bem como as responsabilidades de cada agente ao longo de toda a
cadeia [18,67,68].

A directiva dos cosméticos prevé o término do uso de animais em experiéncias para testar
produtos cosméticos. A exclusao de determinados testes em animais em produtos cosméticos
iniciou-se em Setembro de 2004 e a exclusao de testes de ingredientes ou combinacao de

ingredientes em Marco de 2009 [17].

A partir de Marco de 2009 foi também proibida na Unido Europeia a venda de produtos
cosméticos e os seus ingredientes que tenham sido testados em animais, de forma a ir de
encontro as exigéncias da directiva, independentemente da origem destes produtos. Estas
regras aplicam-se a todos os testes havendo no entanto atenuantes quando se refere a efeitos
na salde humana mais complexos a serem testados para demonstrar a seguranca dos produtos
cosméticos (incluindo toxicidade por dose repetida, sensibilidade e carcinogénese da pele,
toxicidade reprodutiva e toxicocinética), para os quais foi prolongado o prazo até Marco de
2013 [1,20]
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A analise de exclusao destes testes até 2013 foi também prevista pela propria directiva que
obriga a comissao a estudar e acompanhar o progresso e o cumprimento da implementacao
dos prazos estabelecidos no que respeita a este assunto, bem como reportar essa analise ao
Concelho do Parlamento Europeu. A directiva diz ainda que no caso de até 2013 nao terem
sido desenvolvidas e validadas alternativas ao uso de animais de laboratorio em relacao a
determinados endpoints, tal deve ser reportado as mesmas entidades que, por sua vez,

devem realizar e apresentar uma proposta legislativa acerca desse assunto [17,20].

A comissdao monitorizou o progresso do desenvolvimento de testes alternativos desde o inicio,
apresentando em 2011 um relatorio ao Parlamento Europeu onde concluia que os testes
alternativos em relacdo aos endpoints mais sensiveis e ja referidos nao estariam prontos em
Marco de 2013 como previsto [1]. No entanto, considera-se que tal representa apenas um
atraso, sendo imperativo continuar os esforcos para cumprir as normas, directivas ou
legislacoes que promovem o desenvolvimento e validacao de testes alternativos. Assim, e
consequentemente, torna-se também imperativo para a indistria cosmética reunir esforcos e
colocar este assunto como prioritario de modo a que a substituicdo seja feita no minimo de
tempo possivel diminuindo também o impacto econdmico que o incumprimento da directiva

pode provocar [21].

A Comissao Europeia ndo limita os seus esforcos a propria Europa, tendo por isso trabalhado
activamente com os seus parceiros dos Estados Unidos, Japao e Canada, na chamada
Cooperacao Internacional para a regulamentacao da cosmética (ICCR - International
Cooperationon on Cosmetic Regulation), formando-se em 2009 a ICATM (International
Cooperation on Alternative Test Methods) cujo principal objectivo reside na cooperacao
activa para a validacao de alternativas bem como providenciar regularmente relatorios a ICCR
[10].

Esta politica de seguranca dos produtos cosméticos resultou também na passagem da
directiva 76/768/EEC a legislacao (EC)1223/2009 procurando assegurar maior regulacao de
entrada de produtos no mercado Europeu [17,18]. O seu objectivo principal é assegurar a
maxima seguranca para o consumidor, através de uma analise e avaliacdo de risco mais
sustentada. Neste sentido, certos ingredientes como os corantes, 0s conservantes e os filtros
UV, apenas os listados (Anexos IV, VI e VIl da directiva) podem ser utilizados, existindo
também um grande numero de ingredientes proibidos ou de uso restrito (que se encontram
nos Anexos Il e Ill da mesma directiva). A inclusao dos anexos foi precedida de uma analise de
risco realizada pelo Comité Cientifico SCCNFP (Scientific Committee on Cosmetic Products
and Non-Food Products intended for Consumers) [21]. De forma a assegurar a seguranca dos
produtos, € necessario garantir ensaios de qualidade dos produtos comercializados, incluindo
o estudo das propriedades intrinsecas de todos os ingredientes constituintes do produto,
nomeadamente a avaliacdo do potencial alergénio ou risco de causar outros danos corporais

resultantes do uso continuado do produto, tendo sido realizado pela COLIPA em 2004 um
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conjunto de linhas orientativas que assegurem essa seguranca e avaliacao de risco [19]. Estes
ensaios estavam no passado altamente dependentes do uso de animais, estratégia que tem
vindo a alterar-se como consequéncia da estratégia de implementacdo dos testes
alternativos. Na mesma linha, a Unido Europeia, através do SCCS (Scientific Committee on
Consumer Safety), publicou em 2012 um guia com objectivos semelhantes ao publicado em
2004 pela COLIPA [69].

Numa estratégia um pouco distinta da Europeia, nos Estados Unidos da América (EUA), os
cosméticos sao regulados pela “Federal Food, Drug & Cosmetics Act”, entidade que proibe o
uso de qualquer substancia que nao seja segura em qualquer produto. No entanto nao foi
ainda esclarecido pelas entidades competentes o conjunto de testes toxicologicos aplicaveis a
determinacdo da seguranca dos ingredientes e produtos cosméticos. O produtor é
responsabilizado pela verificacdo da auséncia de risco dos produtos que comercializa cabendo
ao mesmo a decisao do tipo de dados (literatura, testes, etc.) a que recorrer para
fundamentar e provar a seguranca dos mesmos. Caso contrario, o produto deve conter um

aviso onde diz que a seguranca do produto nao foi determinada [70].

Embora com algumas diferencas de estratégia, pode-se afirmar que mundialmente, o
principal objectivo da(s) entidade(s) reguladora(s) da indlstria cosmética é assegurar um
funcionamento adequado do mercado interno, mantendo um elevado nivel de proteccao da
salude humana enquanto se considera também como maxima prioridade, o bem estar dos
animais. Estima-se que, apesar de nao ter sido possivel cumprir a meta de 2013, a
substituicdo total de animais por testes alternativos devera acontecer entre 2017-2019, [20]
altura em que esta como todas as outras indUstrias terdo obrigatoriamente que estar
adaptadas a esta nova realidade, adquirindo como rotina testes alternativos nas areas mais

sensiveis e que ja foram referidas como, por exemplo, a toxicidade reprodutiva.

O Octocrileno: exemplo de fotoprotector de risco toxicolégico

E do conhecimento geral alguns dos efeitos que as radiacdes ultravioleta (UV) ou outro tipo
de radiacoes (como as radiacoes ionizantes) tém no organismo humano [71,72]. Os constantes
avisos publicos dos potenciais perigos das radiacées UV por exposicao solar, nomeadamente
queimaduras e cancro da pele, bem como a maior especificacao da informacao contida nas
linhas de orientacdo das entidades reguladoras conduziram a um aumento do
desenvolvimento tecnologico e uso global de cosméticos protectores solares [73 - 75]. Para
além disso, nos Ultimos anos tém sido publicados alguns estudos que alertam para o possivel
impacto toxico ao nivel humano e ambiental destes agentes concluindo-se a necessidade de
realizacdo de maior nimero de estudos que elucidem o modo de accdo dos filtros UV
[72,76,77].
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Os filtros UV nos protectores solares sao os ingredientes activos que previnem que a luz UV
atinja a pele. Uma exposicdo aos raios solares desprotegida pode causar eritema
principalmente devido aos raios do tipo UVB. Os efeitos adversos dos UVA incluem
envelhecimento prematuro da pele, fotossensibilidade bem como alguns tipos de cancro da
pele. Os produtos cosméticos poderdao conter diversos filtros UV de forma a fornecer um
espectro elevado de proteccao na medida em que cada filtro é mais efectivo num
determinado comprimento de onda [75]. Existem dois tipos principais de filtros UV: organicos
e inorganicos (ou minerais). Os filtros organicos absorvem a luz UV convertendo-a numa
pequena quantidade de calor. Sao os filtros mais comummente utilizados apesar de serem
muitas vezes suplementados em produtos com filtros inorganicos de modo a aumentar a sua
eficacia. Por sua vez, os filtros inorganicos podem reflectir, dispersar ou absorver a luz UV,
dependendo do tamanho das particulas [78]. Quanto menores sao as particulas maior é a
absorcao e a eficacia. Os filtros inorganicos protegem tanto das radiacdes UVB como UVA.
Como exemplo deste tipo de filtro pode referir-se o didxido de titanio ou o oxido de zinco
[74].

O octocrileno, por sua vez, é um filtro UV quimico, organico. Este composto é relativamente
recente, tendo sido introduzido nos protectores solares e outros produtos cosméticos (ex.
anti-envelhecimento) no final dos anos 90 devido a sua capacidade para absorver radiacoes
UV [41]. Desde 2003, diversos estudos indicam a existéncia de efeitos adversos provocados

potencialmente por este composto ou pela combinacao deste com outros compostos [72].

O Octocrileno é um éster formado pela condensacdo do acido defenil-cianoacrilico com 2-
etilhexanol (Figura 3), pertencente a familia dos cinamatos [77]. Encontra-se na Tabela 1 um

resumo das suas propriedades mais relevantes.

CyHxNO,

.,-o-'—"_Fl:l

Figura 3 - Estrutura e formula quimica do Octocrileno. Fonte: (Brooke N., 2008 [77])
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Tabela 1 - Principais propriedades do Octocrileno. (Adaptado a partir de Brooke N., 2008) [77]

Propriedades

Peso Molecular 361,50 g/mol
Ponto de ebulicao 218°C

Ponto de fusao -10°C

Pressao de vapor 3,2x10mmHg a 25 °C
Solubilidade em agua 0,0013g/la20°C
Coeficiente de particao 6.88 (log K,,,)
Densidade 1,051 g/cm?
Aparéncia Viscoso/Amarelado
Numero CAS 6197-30-4

O espectro de accao do octocrileno (290-360nm, pico de absorcao aos 303nm) cobre a maior
parte dos comprimentos de onda UVB mas também os pequenos comprimentos de onda UVA.
No entanto, nao € um filtro muito efectivo e, por essa razao, € comummente associado a
outro agente UVB (normalmente pertencente a mesma familia), de forma a aumentar o
Factor de Proteccao Solar (FPS). O Octocrileno apresenta uma foto-estabilidade excelente,
sendo usado para estabilizar outros filtros menos estaveis bem como melhorar a sua
estabilidade em geral e a sua resisténcia a dgua. E também um composto miscivel com muitos
dos oleos utilizados na cosmética, sendo um dos filtros UV com melhor capacidade de

incorporacao no gel de protectores solares [74].

O Octocrileno é absorvido facilmente pela pele, o que aumenta o perigo de formacao de
radicais livres que se podem tornar instaveis e reagir com outros compostos, formando
substancias prejudiciais quando usado em excesso. Este facto torna-se um paradoxo se for
tido em conta que este composto é utilizado com a intencdo de diminuir os radicais livres
presentes na superficie da pele. No entanto, quando é absorvido, ele possui mais
oportunidades de reagir com outros quimicos e causar alteracées nas camadas mais internas
da pele [79].

A Utilizacdo deste tipo de filtros encontra-se limitada havendo recomendacdes da Uniao
Europeia que procuram promover a seguranca e eficacia dos mesmos bem como a sua

monitorizacao [75,80]. Tanto nos Estados Unidos como na Unidao Europeia, no caso do
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Octocrileno a sua utilizacao € permitida mas limitada a 10% por produto (Anexo VI, Directiva
76/768/EEC). Segundo as mesmas recomendacdes os protectores solares devem possuir uma

combinacao de filtros que abranja ambos os tipos de radiacao (UVA, UVB)[81].

A informacao disponivel sobre este composto é limitada, referindo-se a potenciais efeitos no
que respeita a irritabilidade da pele ou dos olhos, ndo referindo informacéo relativa ao seu

potencial de toxicidade reprodutiva [78].

A preocupacéo acerca da potencial toxicidade deste composto tem sido crescente, nao s6 ao
nivel da salde humana como também acerca dos seus efeitos no ambiente. Um estudo
publicado em Janeiro deste ano procurou avaliar a bioacumulacao e os efeitos moleculares do
octocrileno em machos adultos Zebrafish. A analise transcriptomica realizada no mesmo
estudo revelou que o octocrileno podera afectar principalmente genes ligados aos processos

de desenvolvimento e aos processos metabolicos [82].

Um estudo realizado em 2012 por Krawse, M., et al, refere-se, apos escrutinio de toda a
informacdo existente tanto em humanos como em animais, a seguranca de filtros UV
utilizados em protectores solares, reportando os seus potenciais efeitos adversos. O
octocrileno foi mencionado nesse estudo, tendo sido detectada a presenca do mesmo em 67%
das amostras de leite materno. A concentracdao média foi de 30.18 £ 24.51 ng/ g lipido do

leite. O octocrileno nao foi detectado em amostras de sangue ou urina [83].

A ampla utilizacdo do octocrileno em protectores solares comercializados para uso em
criancas e adultos, o que implica uma utilizacdo de forma continua desde a infancia, bem
como a parca informacao relativa ao potencial de toxicidade reprodutiva deste composto
impulsionou a sua escolha para a realizacao do trabalho apresentado nesta dissertacao e que
inclui a implementacdo do método no laboratério de reproducdo animal do CICS-UBI bem
como a avaliacdo do potencial de toxicidade reprodutiva pré-implantatéria do octocrileno,
com recurso ao teste bIVM. Deste modo foram incluidos os endpoints referidos no protocolo
para os odcitos tratados com o composto em estudo e com as moléculas controlo:
determinacdo do efeito do composto na maturacdo do odcito e determinacdo do efeito do
composto na viabilidade do odcito. Por ser ainda bastante limitado o conhecimento sobre a
permeabilidade do epitélio ao octocrileno foi ainda realizado um ensaio preliminar de

permeacao com recurso a células de Franz utilizando pele FT (full thickness).
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Material e Métodos

Neste capitulo apresentamos em detalhe os materiais e os métodos adoptados neste trabalho

para cada um dos parametros analisados no teste bIVM e ainda para o ensaio de permeacao.

Todo os reagentes utilizados, com excepcao dos assinalados, sdo da marca Sigma-Aldrich Co..

Teste de Maturacao In Vitro de Odcitos de Bovino

Para a avaliacao da toxicidade reprodutiva foi seleccionado o teste bIVM anteriormente
descrito e que se baseia na maturacéo in vitro de odcitos de bovino, inserindo-se nos métodos
de estudo de processos pré-implantatorios. Neste trabalho foi seguido maioritariamente o
protocolo n° 129, EURL-ECVAM, tendo sido, no entanto, introduzidas algumas modificacoes

provenientes do trabalho desenvolvido por Anna Beker Van Woudenberg et al (2012).

O objectivo deste teste é expor COCs a substancias-teste e monitorizar os efeitos destas nos
odcitos com particular relevancia para as possiveis alteracbes ao nivel da configuracao
nuclear no interior dos odcitos e a viabilidade dos mesmos comparativamente aos oo6citos nao

expostos a substancia (controlo).
Determinacao do efeito do composto na maturacao do odcito

O efeito do composto em estudo na maturacdo do odcito foi determinado por observacao
microscopica da morfologia nuclear dos oocitos apds tratamento durante 24 horas com o
composto teste e os compostos controlos. O endpoint deste teste refere-se ao ECsq definido
como o valor de concentracdao do composto em que 50% dos odcitos nao alcancam o estadio
de metafase Il, ou seja, valor em que 50% dos odcitos véem inibida a conclusdao da meiose. Os
compostos com um valor de ECs, menor que 50 pM sdo identificados como positivos,
considerando-se que afectam o processo de maturacao, por sua vez, para compostos com ECsg

superior a esse valor consideram-se negativos, nao afectando o processo de maturacao.

A inibicdo da passagem a metafase Il é observada directamente por auséncia da extrusao do
corpuUsculo polar (CP) ou, de forma mais aprofundada, pela observacao por fluorescéncia de

duas placas metafasicas no interior do odcito.

0O esquema-base do procedimento encontra-se representado na figura 4, tendo sido adaptado
a partir do esquema apresentado no proprio protocolo [47]. A avaliacdo dos resultados foi

feita com base no calculo da percentagem de o6citos em MII.
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2. Seleccdo de odcitos a incluir no estudo 1. Puncdo ovarica de fémeas bovinas

4a. Observacdo da extrusdo do CP 4b. Observacdo da existéncia de duas placas metafasicas
(Visivel 400x) ou uma placa metafasica e um CP (Fluorescéncia 400x)

Figura 4. Representacao esquematica dos principais passos do procedimento de maturacéo in vitro de
oocitos de bovino. (Imagens A e B retiradas do procedimento fornecido pela EURL ECVAM [47]. Imagens
C(a) e C(b1) e C(b2) obtidas na realizacao deste trabalho)

Puncao, recolha e incuba¢ao dos odcitos com o composto em estudo

Foram recolhidos ovarios de fémeas bovinas abatidas no matadouro, gentilmente cedidos pela
OVIGER (Matadouro de Alcains). O material foi recolhido em cada dia de experiéncia de modo
a cumprir 4h (limite maximo) entre o abate e a puncdo dos ovarios (no laboratoério). Os
ovarios foram mergulhados e transportados num contentor de transporte com solucao fosfato

a uma temperatura de 25°C.

No laboratdrio de reproducdo animal do CICS-UBI, os ovarios foram puncionados recolhendo-
se o liquido folicular contendo os odcitos imaturos bovinos (diametro folicular: 3mm)
utilizando o meio de cultura para recolha de odcitos previamente preparado, constituido por
Meio TCM 199, suplementado com Hepes (25 mM)(Biochrom AG, Reino Unido), Alcool
Polivinilico (PVA) (1 mg/ml), heparina (10 pg/ml) e glutamina (0,1 mg/ml).

Os oocitos imaturos foram seleccionados a lupa (SZ, Olympus, Europa) com base no nimero

de camadas de células de cimulus (minimo 3), segundo o protocolo adoptado.

18



Apo6s duas lavagens em meio de recolha, os oocitos foram transferidos para meio de
maturacdo, constituido por TCM 199 (Biochrome AG) suplementado por Factor de Crescimento
Epidérmico (EGF, Gibco InVitrogen, USA) (10 ng/ml), hormonas FSH/LH (0,05 Ul, Menopur,
Ferring, USA), glutamina (0.10 mg/ml), piruvato de sodio (0,11 mg/ml) e PVA (1 mg/ml).

Para posteriores lavagens foi ainda preparado a solucao H-SOF (Hepes-buffered Synthetic
Oviductal Fluid) cuja composicdo inclui: Cloreto de Calcio (300 mg/l), Cloreto de Magnésio
(200 mg/l), Cloreto de sodio (6500 mg/l), Cloreto de Potassio (410 mg/l), Bicarbonato de
sodio (420 mg/l), Fosfato de sodio (30 mg/l), Piruvato de sédio (36 mg/l), 20mM de Hepes
(4760 mg/l)( Biochrom AG, Reino Unido), Penicilina/Streptomicina, Lactato de sodio 60%
(0,94 ml/l), D-Glucose (270 mg/l), BSA frV (4000 mg/l), 10 mM de Glicina (750 mg/l),
Glutamina (217 mg/l), MEM (aminoacidos nao-essénciais) (10 ml/l), MEM (aminoacidos

essénciais) (200 ml/l), agua destilada até perfazer 1L.

O octocrileno foi dissolvido no meio de maturacdao previamente preparado a uma
concentracao de 0,39uM, tendo sido ainda testadas as concentracdes de 0.195 pM, 0.585 pM,
1.170 pM, 1.560 pM. O solvente utilizado para dissolver o composto teste foi o DMSO uma vez
que o octocrileno apresenta reduzida solubilidade em agua (Tabela 1). Este solvente, foi
incluido no estudo como controlo negativo, tendo sido para tal adicionado ao meio de
maturacao a concentracao maxima utilizada (20 pl/ml). Como controlo positivo foi utilizada a
ciclohexamida composto cujo ECsy, avaliado em testes preliminares, se situa nos
0,39uM+0.001. Este composto foi incluido em todas as réplicas de todas as concentracoes

testadas a concentracao mencionada (0,39 uM).

Por cada réplica foram incluidos cerca de 15 odcitos por concentracdo de composto e
controlos, em 0,5ml de meio de maturacdo. O teste foi repetido trés vezes para cada
condicdo de ensaio tendo sido incluido em todas as experiéncias o controlo positivo

(ciclohexamida).

A maturacao dos oocitos foi realizada por incubacao a 5% C02, 38,5°C, humidade saturada,

durante 24h em incubadora (UniTherm, CO, Series, Uniequip GmbH, Alemanha).

Durante a experiéncia, foram realizados dois passos adicionais apds o periodo de maturacao
in vitro e a partir deste ponto, o protocolo inicial, foi substituido pelo descrito por Ana Beker
Van Woudenberg et al. (2012) que observa os oocitos por microscopia de fluorescéncia e faz
uma avaliacdo considerando ndo s6 os odcitos em que se observou extrusdo do CP como
aqueles em que se observa a existéncia de duas placas metafasicas (Tabela 2). O primeiro
passo adicional foi desnudar os oocitos por degradacdao enzimatica com a utilizacdo de
hialuronidase (Cumulase, Origio®, Dinamarca). Para tal, cada grupo de 15 odcitos foi colocado
em contacto com 100ul de cumulase durante 80 segundos e depois lavado 5 vezes em meio H-

SOF previamente preparado e acima descrito. De seguida iniciou-se o procedimento descrito
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por Woudenberg et al. (2012), tendo-se mergulhado os oocitos em paraformaldeido (PFA) a 4%
e colocado no frigorifico (2 °-8°C) durante 15 minutos ou até posterior analise. Apos esse
periodo, os oocitos foram colocados numa solucdo de 1ml de PBS (suplementado com 1mg de
BSA) para lavar os o6citos procurando eliminar o PFA onde se encontravam o maximo possivel.
Nesta altura foi feita a primeira analise (segundo passo adicional), observando os odcitos em
microscopio invertido (IX51, Olympus, Europa), ampliacdo de 400x, registando o nimero de
o0citos em que se observou extrusdo do CP, e os que ndao se observou o mesmo. Foram

também registados os odcitos degenerados.

Registados os resultados referentes a primeira observacdo, cada gupo de odcitos
(concentracoes de octocrileno mais controlo) foi mergulhado em 1 ml de PBS suplementado
com 1mg de BSA e 10 pl de Hoechst (33342) deixando-se a incubar a temperatura ambiente,

durante 10 minutos, protegidos da luz devido a presenca do marcador.

Apds o periodo de incubacdo prepararam-se as laminas, identificando-as com o valor da
concentracao, nimero da experiéncia e data. Foi colocada uma gota de cerca de 10ul com os
odcitos e, por cima desta, uma gota de Entellan (Merk, Alemanha). Por fim colocou-se a
lamela e deixou-se secar uns minutos. As laminas foram observadas no microscopio de
fluorescéncia (Axiobserver Z1, Zeiss, Alemanha) com uma ampliacdo de 400x. Os odcitos
foram classificados segundo o esquema apresentado na Tabela Il e os dados recolhidos
reunindo numa so classe vesiculas germinativas (VGs) e odcitos em metafase | (Ml) -
classificados como imaturos, noutra os oocitos em metafase Il (Mll) em que se observam duas
placas metafasicas ou uma placa metafasica e um CP - o6citos maduros - e finalmente, numa
terceira classe foram incluidos todos os oocitos degenerados, aberrantes ou que nao foi

possivel classificar.

Os dados obtidos no visivel (colectados no primeiro momento descrito) foram comparados
com os obtidos por fluorescéncia, sendo ainda feita uma relacdo daqueles odcitos que se

perderam no processo de montagem das laminas.

Os resultados sao apresentados em funcdao da percentagem de oocitos maduros (MIl),
determinados por calculo da percentagem do nimero de odcitos MIl em funcdo do nimero
total de oocitos observados por concentracdo. Os valores sao apresentados em média e desvio

padrao.
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Tabela 2 - Classificacdo do estadio nuclear de odcitos maturados in vitro durante 24h. Foi utilizado

Hoescht 33342 como marcador. (Imagens obtidas neste trabalho. Tabela adaptada a partir de Beker van
Woudenberg [48])

VG Oocitos cuja cromatina se encontra difusa ou

Vesicula germinativa e

Oocitos cuja cromatina se encontra fortemente
Metafase | MI condensada, formando uma rede irregular de
bivalentes individuais.

Meteiedl Ml Oocitos com duas placas metafasicas ou uma
placa metafasica e um crepusculo polar

Oodcitos com uma organizagdo cromossomica
Aberrantes Aberr ]

Odcitos com citoplasma granulado e/ou nucleo

Degenerados Deg picnético
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Avaliacao da Toxicidade Geral com Azul Tripano

Ao objectivo principal deste trabalho, analise da morfologia nuclear apés maturacéo in vitro
com um composto potencialmente tdxico adicionado, juntou-se um outro teste cujo objectivo
€ analisar se, nas concentracoes estudadas, o composto-teste, ndo é toxico so por si. Esta
informacao adicional € importante considerando que para muitos dos compostos em teste,
nao existe informacao na literatura que permita definir concentracdes para as quais esta
toxicidade nao se verifique e consequentemente, assegurar que o efeito causado pelo

composto € especifico para o processo de maturagao.

Da suspensao de odcitos incubados no procedimento anterior foram recuperados os oocitos

num volume maximo de 20 pl e lavados 2 vezes em meio H-SOF.

As células do cumulus foram parcialmente removidas (deixando apenas a camada mais
interna) recorrendo ao processo enzimatico anteriormente descrito e os oocitos foram
incubados novamente com a solucédo azul tripano a 4% diluido em H-SOF (de 1:4) durante 15
minutos. Apos os 15 minutos, os odcitos foram novamente lavados 2 vezes com meio tampao
observando-se por fim os odcitos a lupa (SZ, Olympus, Europa), avaliando-se e registando-se a
viabilidade celular: células com citoplasma azul foram consideradas como danificadas e
consequentemente nao-viaveis. Os resultados sdo apresentados em funcao da viabilidade dos
oocitos determinados por calculo da percentagem do nimero de odcitos viaveis em funcao do
nimero de oocitos observados para condicao experimental. Os valores sao apresentados em

média e desvio padrao.
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Teste de permeabilidade

Numa perspectiva de se procurar aferir a concentracao de octocrileno absorvido pelo
organismo apos aplicacdo topica, foi desenhado um teste de permeabilidade recorrendo a
células de Franz (PermeGear,SES GmbH, Alemanha) para a sua deteccao [84]. As células de
Franz sao constituidas por dois compartimentos, um dador (compartimento superior) e outro
receptor (compartimento inferior) (Figura 5). Durante todo o procedimento as células

permaneceram aquecidas a 32 °C (85).

Célula de Franz

- Compartimento dador
- Compartimento receptor
- Membrana

- Colector de aliguotas

Figura 5. Representacao dos diferentes elementos que compde as células de Franz.

0 ensaio foi realizado para um protector solar comercializado (Sublime Sun Bronze, L’Oreal,
PARIS) com uma concentracao de 7-10% de octocrileno (nao especificada) e para uma solucao
de 10% de octocrileno em DMSO, preparada no laboratorio. Pele FT (full thickness), a qual
apenas foi extraido o tecido adiposo subjacente, retirada da regiao abdominal do porco, foi

gentilmente cedido pelo matadouro OVIGER (Alcains).

Foram realizados dois ensaios (4 células de Franz): na primeira célula foi colocado 1ml do
protector solar em estudo (Formulacao) no compartimento dador e 15ml de DMSO no
compartimento receptor (Célula 1). O branco deste primeiro ensaio foi constituido por 1ml de
10% de octocrileno diluido em DMSO colocado no compartimento dador sendo a solucao da
camara receptora igual a anterior (15 ml de DMSO) (Célula 2). No segundo ensaio manteve-se
a mesma formulacao no compartimento dador (Célula 3) e utilizou-se solucao de DMSO diluido
a 10% em agua estéril (15ml) no compartimento receptor. O branco correspondente a este
segundo ensaio foi constituido por 1ml de 10% de octocrileno diluido em DMSO colocado no

compartimento dador e na camara receptora 15 mL da solucdo de 10% de DMSO em agua
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(Célula 4). Nas 4 células de Franz, entre o compartimento dador e receptor foram colocados
pequenos pedacos de pele.
Através do valor de solubilidade do octocrileno, foram garantidas as condicdes sink para estes

ensaios.

Foi retirada uma amostra de cada camara (400ul), sendo esse valor reposto com solucao nova.
As amostras retiradas foram devidamente identificadas com o nimero da camara e tempo em
que foi retirada a amostra (neste caso, tg). O estudo foi iniciado e, durante seis horas, de
hora em hora, foram retiradas amostras de todas a camaras e reposto o valor retirado (400 pl)
[86]. A seringa utilizada para cada camara foi lavada trés vezes na solucdo de diluicao
correspondente a cada célula entre cada recolha de amostras. As amostras foram colocadas

em frascos de vidro devidamente identificados, conservados no frio até analise por NMR.
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Resultados e Discussao

Maturacao in vitro de odcitos de bovino - Avaliacao

De acordo com o descrito no protocolo publicado para a avaliacao do efeito de compostos
com potencial toxico sobre a maturacao de odcitos, definiu-se como endpoint a concentracao
a partir da qual 50% dos odcitos sdo inibidos de completar a meiose Il, ou seja, inibidos de
completar a sua maturacao, determinado pela observacdo ao microscopio da extrusdo do

corpusculo polar ou pela existéncia de duas placas metafasicas.

Considerando os resultados obtidos para o controlo negativo, constituido pelo DMSO que foi
utilizado como solvente do composto em estudo por este apresentar reduzida solubilidade em
agua, verifica-se, através da observacao dos odcitos pelo microscopio invertido (400x) e que
foi realizada previamente ao tratamento com fluorescéncia, que cerca de 70% dos mesmos

completaram a meiose (Figura 6).

Solvente - DMSO

100% -~
90% - + 299,
80% -

70%
60%
50% -
40% -
30% -
20%
10% -
0% -

I Sem fluorescéncia
=== Com fluorescéncia

=f=—\/iabilidade

% o06¢itos M

Figura 6 - Resultados obtidos para a percentagem de odcitos que atingiu a maturacdo na presenca de
DMSO (controlo negativo), durante as observacdes com e sem fluorescéncia. Apresenta-se ainda a

percentagem de o0citos viaveis nas mesmas condicoes.

Estes valores, apesar de no limite inferior, considerando o desvio padrao, encontram-se
dentro do intervalo referido na literatura e que referem que para a maturacdo, a média de
odcitos capaz de chegar a MIl é de 85.58+8.12% numa gama que varia entre 70% a 100%. (47)
Os valores obtidos apos tratamento com Hoechst 33342 revelam que, ao contrario do

esperado, o controlo negativo apresenta um valor em fluorescéncia significativamente menor
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ao observado sem fluorescéncia (16 décimas). Valores de percentagem de oocitos em MII
observados em fluorescéncia superiores aos observados sem fluorescéncia sdo considerados
coerentes na medida em que é possivel observar a existéncia de duas placas metafasicas
mesmo nao tendo ocorrido ainda a extrusdao do CP. Valores inferiores, por fluorescéncia,
poderao ser explicados pela ocorréncia, durante o procedimento de preparacao e laminas, de
um comprometimento da integridade dos odcitos ja apds a primeira observacao. Para este
efeito pode ter contribuido por exemplo o tempo decorrido entre a lavagem do PFA 4% e a
montagem das laminas que pode ter de alguma forma degradado o corpUsculo tornando

impossivel a sua identificacdo como tal.

Relativamente ao controlo positivo, a ciclohexamida, a concentracédo incluida neste ensaio é
referente ao valor de ECs, referido previamente no protocolo adoptado [47] pelo que a
percentagem de maturacao esperada é na ordem dos 50%, facto que se confirma nos
resultados obtidos: 51% de oocitos em MIl na primeira observacdao e, 52% obtidos por

fluorescéncia (Figura 7).

Controlo Positivo - Ciclohexamida
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20% -
10% -
0% -

oci

i

@—\Viahilidade

%0

52%

Figura 7 - Resultados obtidos para a percentagem de odcitos que atingiu a maturacdo na presenca de
Ciclohexamida (controlo positivo), durante as observacdes com e sem fluorescéncia. Apresenta-se ainda

a percentagem de odcitos viaveis nas mesmas condicoes.

Relativamente aos resultados do composto em estudo verifica-se que a medida que aumenta a
concentracao do octocrileno (0,195puM -1,560uM) decresce a percentagem de odcitos em MII,
(Figura 8) variando entre 69% para a menor concentracdo do composto e 37% para a
concentracao de 1,17 pM. A Ultima concentracdo testada (1,56 pM), apresenta um ligeiro
aumento na percentagem de oo6citos maduros (41%) relativamente a concentracao

imediatamente anterior (1,17 pM, 37%).
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Figura 8 - Resultados obtidos para a percentagem de obcitos que atingiu a maturacdo na presenca de

Octocrileno (composto-teste) durante a primeira observacao, sem fluorescéncia.

Os resultados obtidos para o octocrileno apds tratamento dos odcitos com o fluorocromo,
descrevem a mesma tendéncia decrescente, diminuindo a percentagem de od6citos maturados
a medida que aumenta a concentracao testada do composto em estudo, variando neste caso
entre 68% e 43%, observando-se, também para a maior concentracao testada, uma
percentagem de odcitos em MIl superior (54%) relativamente a mesma percentagem

apresentada para a concentracao imediatamente anterior (1,17 pM). (Figura 9)
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Figura 9 - Resultados obtidos para a percentagem de odcitos que atingiu a maturacdo na presenca de

Octocrileno (composto-teste) durante a segunda observacao, com fluorescéncia.

Comparando os resultados obtidos nas visualizacdes com e sem fluorescéncia, (Figura 10)
observam-se valores semelhantes para as concentracdes 0.195 pM e 0,39 pM (variacdes nao
superiores a duas décimas), havendo um aumento nas observacoes em fluorescéncia de 6 e 13
décimas para as concentracbes de 1,177 pM e 1,56 pM. O resultado reportado sem
fluorescéncia que refere uma percentagem de 1,56pM mais elevada que a concentracao
imediatamente anterior foi também observado neste ensaio de fluorescéncia. Este resultado

embora consistente ndo é conclusivo pois tratavam-se dos mesmo oodcitos que os utilizados
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previamente. Ao contrario do esperado, tal como no controlo negativo, observa-se para os
oocitos maturados, na presenca de uma concentracdo de 0,585 pM de octocrileno, um
decréscimo de 5 décimas quando visualizados em fluorescéncia em relacdo ao observado sem
fluorescéncia. Também aqui € necessario considerar o valor de amostragem muito reduzido
que podera levar a variacdes desta natureza. Sera necessario aumentar o nUmero de odcitos
por réplica ou o nimero de réplicas por concentracao em estudo de modo a conseguir maior

concordancia de resultados.
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Figura 10 - Comparacao de resultados obtidos para a % de oocitos que atingiu a maturacao na presenca

de Octocrileno (composto-teste), com e sem fluorescéncia.

Em suma, os resultados obtidos durante a analise da morfologia nuclear, sem fluorescéncia,
demonstram valores dentro do esperado para os controlos positivo e negativo e uma
tendéncia decrescente de percentagem de oocitos em MIl. Por sua vez, os resultados obtidos
apds observacao dos odcitos por fluorescéncia, confirmam a tendéncia decrescente de
percentagem de odcitos em MIl nas concentracdes de octocrileno. O valor do controlo positivo
também se encontra dentro do esperado no entanto, o valor do controlo negativo encontra-se
abaixo do esperado, facto que nao deveria acontecer na medida em que a analise por

fluorescéncia permite uma observacao mais aprofundada tal como ja foi referido.

Apesar de nédo ser possivel com este trabalho determinar exactamente o valor de ECs, do
octocrileno, na verdade, tendo em conta as percentagens de oocitos em MIl obtidos nas
diferentes concentracoes e o endpoint deste método (inibicdo de 50% dos odcitos
completarem a maturacado), pode dizer-se que esse valor devera incluir-se entre os 0,39uM e
os 1,56pM. A confirmar-se com estudos com maior amostragem por concentracao e maior
nimero de concentracoes testadas, esta informacdo torna-se ainda mais relevante ao
considerar-se que, segundo o procedimento fornecido pela EURL-ECVAM, os valores de ECs

que se situem abaixo dos 50 pM sdo considerados positivos no que respeita a interferéncia que
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exercem no processo da meiose e, consequentemente, considerados téxicos ao nivel

reprodutivo[47].

Através do método X’ realizou-se uma analise estatistica com o objectivo de compreender se
a perda de oocitos que se danificaram e ndao puderam ser contabilizados por fluorescéncia,
teria relevancia para efeitos de comparacao de dados obtidos com as duas observacées. Tanto
para os controlos como para as cinco concentracdes testadas, nao se observou nenhum valor
de p < 0,05, tendo a gama de valores variado entre 0,079 e 0,893. Desta forma nao foram
encontrados valores estatisticamente relevantes no que respeita a interferéncia nos

resultados da diminuicao de oodcitos do visivel para fluorescéncia. (Tabela 3)

Tabela 3 - Apresentacao dos valores que representam a relevancia estatistica da perda de odcitos entre
as duas observacodes efectuadas.

Valordep 0,225 0,079 0,216 0,893 0,825 0,251 0,424
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Avaliacao da Toxicidade Geral com Azul Tripano

Os testes de citotoxicidade geral realizados representam um incremento da fiabilidade do
proprio teste de maturacao in vitro de odcitos de bovino. Na realidade, esta analise procura
compreender se o composto, nas concentracoes estudadas, é ou nao toxico a partida podendo
desta forma interferir de modo nao especifico no processo de maturacdao do odcito,

nomeadamente no processo da meiose.

Os controlos utilizados tém necessariamente estudos prévios que indicam que estes nas
concentragdes utilizadas ndo sdo citotdxicos. Efectivamente, para o octocrileno, do nosso
conhecimento, este é o primeiro trabalho que reporta resultados do efeito deste composto
relativos a toxicidade reprodutiva, nomeadamente a toxicidade pré-implantatéria por estudo

da maturacao de odcitos.

O protocolo n° 129 fornecido pela EURL-ECVAM e que se pretende que seja utilizado de forma
global de maneira a homogeneizar métodos e resultados entre laboratérios, ndo explicita
claramente a analise dos resultados obtidos para aferir a citotoxicidade geral dos compostos.
No entanto, outros estudos semelhantes descrevem que, para este método, considera-se
como viabilidade aceitavel, as concentracdes cujo teste demonstre a existéncia de cerca de
90% de odcitos viaveis (ndo citotdxicos). E de qualquer forma importante referir que estes
valores sao considerados em situacées em que se pretende validar valores de ECsy, sendo por
isso estudos que decorrem durante varios anos e que consequentemente possuem um valor

significativamente elevado de amostra.

Os resultados obtidos encontram-se expressos em percentagem de odcitos viaveis ou seja,
odcitos em que o azul tripano nao penetrou e, dessa forma a analise sera feita referindo a
viabilidade e nao a citotoxicidade (valor remanescente) e encontram-se representados nas

figuras 11 (controlos) e 12 (concentracoes da substancia-teste).
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Figura 11 - Resultados obtidos para a percentagem de odcitos viaveis para os controlos positivo e
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Figura 12 - Resultados obtidos para a percentagem de odcitos viaveis nas diferentes concentracées de

octocrileno.
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Analisando os resultados obtidos para o controlo negativo (DMSO) verifica-se que este se
encontra dentro dos valores referidos na literatura. A viabilidade do controlo positivo
(ciclohexamida) e do composto em estudo encontra-se entre os 70% e os 80% com excepcao
da concentracao mais baixa de octocrileno em estudo (0,195uM) onde se verifica um valor

superior a 90%.

Tendo em conta os dados encontrados na bibliografia, considerou-se que os valores obtidos
para o controlo positivo se encontravam abaixo do esperado. Efectivamente, de entre os
estudos encontrados na bibliografia todos se referiam a analise de resultados de um nimero
elevado de testes efectuados ao longo dos anos. O aumento do nimero de ensaios ou da
quantidade de oocitos por ensaio podera contribuir para a melhoria dos nossos resultados
visto que consideramos que s0 com uma amostra elevada de odcitos se podera diluir a
influéncia no resultado final dos oocitos nao viaveis e nao detectados no processo de
seleccao. No entanto, considerando o interesse do teste na sua aplicacao em rotina para
ensaios com produtos cosméticos, este sera um ponto-chave do procedimento que devera ser
validado para valores de viabilidade inferior de modo a poder permitir a sua utilizacao para

este efeito.

Para os valores obtidos nas diferentes concentracées de octocrileno, nao havendo informacao
na literatura que suporte, da mesma forma que para os controlos, a nao existéncia de
toxicidade para as concentracdes testadas, € necessario considerar nao sO os aspectos
referidos para o controlo positivo como também a possibilidade deste composto poder de

facto, apresentar alguma toxicidade nestas concentracoes.
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Teste de permeabilidade

A aplicabilidade do NMR para a deteccao do octocrileno foi verificada pela sua quantificacao
nas amostras controlo utilizadas no ensaio tendo os resultados confirmado a assertividade
desta abordagem. De modo a conhecer a sensibilidade do método foram efectuadas
determinacbées de concentracao em diluicdes sucessivas das solucdes padrao tendo-se

verificado que o método ¢ efectivo até a concentracao de octocrileno de 19,4 pM.

A analise efectuada por NMR as amostras obtidas nas diferentes camaras das células de Franz
nao detectou a presenca de octocrileno em nenhuma das solucdes receptoras das quatro
células utilizadas, traduzindo-se supostamente na auséncia de permeacao do octocrileno

através da pele ou ter ocorrido em concentracdoes abaixo da sensibilidade do método.

A concentracéo efectiva de octocrileno no protector solar utilizado no ensaio nao foi possivel
determinar por NMR por a amostra nao se encontrar no estado liquido (formulacdo era semi-
solida) e nao se validou um método para a sua extraccao. No entanto, foi claramente

detectada a sua presenca na amostra padrao.

Deste modo conclui-se que o octocrileno em todas as condicdes testadas nao foi capaz de
permear o epitélio, com uma sensibilidade final de 19,4 pM. No entanto, considerando os
nossos resultados de toxicidade verifica-se que esta concentracdo é claramente superior a
concentracdo maxima testada (1,56 pM) e considerada tdxica sobre o processo de maturacao
dos oodcitos. Assim, conclui-se que futuramente se deveria realizar novamente este estudo
recorrendo, no entanto, a outro método potencialmente mais sensivel na deteccao do
octocrileno. Recentemente foi publicado um estudo onde se referia ter havido sucesso na
separacao dos diferentes filtros UV que compdem os protectores solares através do método
RP-HPLC, método que poderia ser incluido em estudos de permeacao futuros [87,88]. Esta
estratégia de validacdo de um método claramente mais sensivel para a detecao deste
composto € também evidenciada no estudo anteriormente referido de deteccao do
octocrileno em leite materno por se ter verificado que os valores encontrados sao claramente

inferiores (3,34x10 pM) aos detectaveis no nosso estudo de permeacéo (19,4 uM)[83,89].
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Conclusao

O trabalho realizado teve como principal objectivo estudar o potencial efeito téxico do
octocrileno no processo de maturacao dos odcitos. Considerou-se que sendo este composto
amplamente utilizado como filtro UV nos protectores solares e, havendo ja alguns estudos que
referem potenciais efeitos nocivos do octocrileno noutras areas da toxicologia, este seria uma
boa escolha como composto de estudo na area da toxicologia reprodutiva, tendo em conta a
necessidade urgente de se recolher mais informacao acerca do seu modo de accao e,
consequentemente, realizar uma avaliacao de risco mais sustentada que permita alcancar um
dos objectivos das novas directivas e legislacdes europeias e da indUstria cosmética, que se

refere ao aumento da seguranca dos produtos comercializados.

A escolha do método, de entre os métodos incluidos na sub-classe de estudos pré-
implantatorios, teve em conta por um lado o facto da maturacao in vitro de odcitos ser um
teste que se encontra em fase de pré-validacdo pela ECVAM sendo o seu procedimento
utilizado ha anos em centros de reproducdo animal assistida com sucesso, o que prevé que
desta maneira se consiga mimetizar in vitro de forma mais fiavel o processo que ocorre in

vivo e, por outro lado, por este teste se enquadrar dentro das capacidades do LaBRA.

A complexidade do processo de maturacdo faz com este seja extremamente sensivel a
alteracbes das condicoes oOptimas podendo o resultado das mesmas implicar a nao
concretizacao da maturacao que consequentemente se traduz na nao fertilizacdo ou numa

fertilizacao andmala.

De forma geral considera-se que o teste de maturacdo in vitro de odcitos de bovino podera,
incluido num conjunto de testes, representar uma alternativa ao uso de animais em
laboratdrio. A concordancia de resultados obtidos pelos laboratérios implicados no
desenvolvimento deste teste no ambito do projecto ReProTect, comprova a sua validade.
Adicionalmente, o facto deste teste nao necessitar de sacrificar animais, nao provocar stress
nos mesmos e ainda reduzir o nimero de animais utilizados em testes toxicologicos, converge
no objectivo do principio dos 3Rs. Verifica-se no entanto a necessidade de optimizar o
método quer seja em tempos de cada passo do procedimento quer seja na composicdo dos
meios e a inclusdo no protocolo oficial da EURL-ECVAM de contribuicdes ao nivel da avaliacdo

e analise de dados publicados em artigos posteriores.

Tendo em conta a falta de informacao relativa ao octocrileno, considera-se que o escrutinio
efectuado neste trabalho representa um contributo positivo, aumentando os dados

conhecidos sobre este composto.
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Limitacdes conceptuais e operacionais

O facto de nado haver muitos dados acerca deste composto disponiveis em mamiferos, colocou
uma primeira barreira no desenho da experiéncia e que tinha como base a seleccdo da/das
concentracao(des) a estudar. Em mamiferos sabe-se apenas o valor (em percentagem)
permitido pelas entidades reguladoras, de incorporacao deste composto num produto
cosmético. Na auséncia de dados na literatura que permitissem servir de base para a seleccao
de uma concentracao ou uma gama de concentracoes a ser testadas, decidiu-se comecar com
uma concentracao igual a apresentada pelo controlo positivo (ou seja, 0,39uM de octocrileno)
aferindo a partir da analise do comportamento dos o6citos na presenca desta concentracao,

as concentracoes a serem testadas em seguida.

O tempo decorrido entre o abate do animal e a puncdo dos ovarios em laboratério (definido
pelo protocolo inicial 4 horas como tempo maximo), referido na literatura como um factor
influenciador do processo, pode igualmente ter-se apresentado como uma limitacao do ensaio
ja que por questdes processuais ndao pode ser completamente controlado. Em trabalhos
futuros propde-se que a puncdao dos ovarios seja realizada no matadouro antes de nos
deslocarmos para o laboratorio. Esta alteracdo ao nosso procedimento carecera de

autorizacao da administracao do matadouro e cedéncia de uma pequena bancada limpa.

A classificacdo e seleccao dos oocitos imaturos para inclusdo no teste deve ser mais restrita
considerando-se que este é outro dos factores influenciadores da percentagem de odcitos em
MIL.

Especificamente, em relacao ao presente trabalho, considera-se que existe a necessidade de
optimizar resultados sendo para isso importante rever cada passo do procedimento e
identificar aqueles que possivelmente poderdao estar a influenciar negativamente os
resultados. Considera-se também que, para que os resultados sejam mais consistentes, é
necessario aumentar a amostra significativamente. Esta situacdo € particularmente delicada
no sentido em que o nimero de odcitos cuja classificacdo possibilita a sua introducao no
estudo é variavel. Por experiéncia, esse valor depende sempre do numero de ovarios
fornecidos e do nUimero de odcitos incluidos no estudo. Pode, no entanto, considerar-se
aumentar o nimero de réplicas por concentracao testada. Outra questao cuja relevancia tém
impacto directo nos resultados tem a ver com o facto dos ensaios para cada concentracao,
devido ao numero reduzido de odcitos que pela sua classificacdo, podem ser incluidos no
teste, ndo serem realizados ao mesmo tempo, senso necessario dividir as diferentes
concentracdes e réplicas por diferentes dias. Idealmente, para que fosse possivel garantir a
existéncia das mesmas condicdes, deveriam testar-se todas as concentracdes definidas para

estudo, no mesmo ensaio.
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Perspectivas futuras

Ao abrigo da necessidade de se desenvolverem testes alternativos ao uso de animais em
laboratério, muitos tém sido os testes desenvolvidos nas mais diferentes areas da toxicologia.
Estes testes in vitro baseiam-se normalmente em estabelecer endpoints relativamente
simples que sejam representativos de um determinado processo como acontece para o
processo de maturacao in vitro de oocitos de bovino e que, em conjunto com outros testes
desenhados sob os mesmos principios, com endpoints diferentes também eles simples, em
conjunto, sejam capazes de recolher dados acerca dos compostos que permitam por um lado
a construcao de uma base de dados sustentada e de elevada utilidade para as industrias que
pretendam incluir novos compostos nas suas formulacées e, por outro, aumentar a seguranca
dos mesmos produtos na medida em que se consegue realizar uma analise e avaliacdo de risco

também ela mais sustentada.

O contributo destes testes no rastreio da potencial toxicidade de diversos compostos sem a
necessidade de sacrificar animais em laboratorio, tem sido amplamente reconhecido,
havendo no entanto algumas questoes que necessitam ainda de reunir maior consenso. A
simplificacdo dos métodos por exemplo, pode conduzir a falsos positivos e/ou negativos e
consequentemente, limitar a sua preditividade mostrando que o dominio de aplicacao do
ensaio pode também ser mais limitado que o previsto [13]. Tal leva a que se defenda que
mais do que se focar exclusivamente em testes individuais e na sua relevancia, a
implementacdo de métodos alternativos, deve, no futuro, e sob o ponto de vista da

legislacao, incorporar estes testes em estratégias globais.

Existem ainda algumas areas cujos testes ja implementados ndo conseguem cobrir. E ainda
necessario encontrar endpoints para testes alternativos que estudem a influéncia de aspectos
importantes ainda nao considerados como € o caso da absorcao, distribuicao, metabolismo e

excrecao (ADME) dos compostos.

A procura em resolver e colmatar estas questdes que influenciam os testes alternativos em
geral, juntamente com a complexidade do ciclo reprodutivo, faz com que a validacao dos
testes seja morosa. Tendo em conta a informacao que se possui actualmente, analisando o
futuro destes testes como métodos alternativos, a total substituicdo de animais em estudos
de toxicidade, nomeadamente de toxicidade reprodutiva, acontecera de forma gradual e

demorara mais tempo que o esperado.

Apesar dos diversos obstaculos apresentados que representam as razoes pelas quais os testes
alternativos, na sua maioria, se encontram em fases anteriores a validacao, é reconhecido o
valor dos mesmos, sendo os testes alternativos utilizados ja de forma rotineira para fins de

rastreio e estabelecimento de prioridades. Além disso, estes testes podem fornecer um
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importante contributo na compreensao de mecanismos de actuacao de compostos em

toxicidade reprodutiva.

Futuramente, o desafio centra-se em conseguir aproveitar as vantagens dos testes
alternativos em relacdo aos testes in vivo e construir estratégias bem desenhadas que
permitam combinar os endpoints mais sensiveis com uma seleccao de métodos alternativos

bem estruturada.

A aplicacao de uma estratégia como a referida anteriormente pode a seu tempo acabar com
os testes realizados in vivo para diferentes compostos e, desta forma, optimizar e reduzir

consideravelmente o nimero de testes realizados no ambito da toxicidade reprodutiva.

Desta forma, e no que respeita ao método e ao protocolo fornecido, prevé-se que, até este
ser validado, serao ainda necessarias algumas optimizacdées. O protocolo n° 129 da EURL-
ECVAM foi optimizado pela Gltima vez em 2010 tendo sido, entretanto, publicados alguns
estudos que propode alteracdes com o objectivo de optimizar o método como acontece no
estudo de Anna Beker Van Woudenberg et al, (2012).
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