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Requisitos Toxicoldgicos para Ingredientes
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INFORMACOES NO DOSSIER

« Toxicologia Oral e Dérmica Aguda

e Irritacao Ocular, Dérmica e Percutanea
 Sensibilidade Dérmica

« Toxicidade na Reproducéao e Teratogenicidade

e Toxicocinética

« Toxicidade Fotoinduzida

e Mutagenicidade (in vitro / in vivo) — (Genotoxicidade)

« Carcinogenicidade

GENOTOXICIDADE - potencial de uma substancia quimica em
reagir com DNA — podendo converter em mutacao.

MUTAGENICIDADE — mudanca permanente na quantidade ou
estrutura no material genético de um organismo.
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Requisitos em Cosméticos - JBMU

LASORATORIO DE
MUTAGENESE AMBIENTAL

1976 - COUNCIL DIRECTIVE (EUROPEAN COMMUNITIE) 76/768/EEC

Estabeleceu listas de substancias proibidas ou de uso restrito
como ingredientes em produtos cosmeéticos:

e Anexo Il — que n&do devem fazer parte da composicao

incluindo pirogalol;
e Anexo VI — permitidos como conservantes
incluindo formaldeido ao maximo 0,2%.

1992 - ACORDO DE COOPERACAO INTER-INSTITUCIONAL ENTRE
COMUNIDADE EUROPEIA E MERCOSUL

2003 - X RODADA DO COMITE DE NEGOCIACOES BIRREGIONAIS

Normas e Regulamentos Técnicos. Acordos de
reconhecimento mutuo entre os Estados-partes da
Comunidade Européia e do Mercosul.
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Lista de Substancias Proibidas \»BMU,;

LASORATORIO DE
MUTAGENESE AMBIENTAL
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2004 - RESOLUCAO N° 16 DA XXIIl REUNIAO ORDINARIA DO SUB-
GRUPO DE TRABALHO N° 11 “SAUDE”/MERCOSUL

2005 - PORTARIA N° 19 DA ANVISA
e torna publica a proposta de Projeto de Resolucao Atualizacdo da
Resolucdo GMC N° 6/99 (MERCOSUL) “Lista de Substancias gue
nao podem ser utilizadas em Produtos de Higiene Pessoal,
Cosmeticos e Perfumes” em conformidade com o Anexo |l da
Council Directive 76/768/EEC;

e declara aberto prazo para apresentacao de criticas e sugestoes.

2005 - SUNSET® E EMBELLEZE®
e manifestacao de criticas a incluséo do pirogalol na Lista;
e submissao dos produtos proprios atestes de mutagenicidade;
e parceriacom o LABMUT — avaliacao cientifica dos resultados.




Pirogalol e Henné

ACIDO PIROGALICO

OH
HO OH

Ingrediente em tinturas capilares oxidativas.

Propriedades singulares de tingimento e
alisamento.

Regulamentacao nos EUA: uso restrito até
5%, baseado em revisao de 1991.

HENNES

e 20% do volume de vendas no Brasil
dentre “Produtos de transformacao de
cabelo” no Brasil.

e Mercado de mulheres de 20-55 anos.
e Classes econdmicas B2/C.

e« Consumo caracteristico “ Afro-Etnico”.
 Pirogalol em meio acido (pH 3,5 —4,5).



Revisoes na theratura -
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PRODUTOS COSMETICOS - Nenhum contendo pirogalol foi testado.

CARCINOGENICIDADE - Estudos nao demonstraram atividade do
pirogalol.

MUTAGENICIDADE - Matéria-prima e padroes foram positivos:

« Mutacao bacterianareversa de algumas cepas de Salmonella
typhimurium (pH 7,4), com algumas contradicoes.

e Micronucleo em medula 6ssea de camundongos.

« Mutacao recessiva em Drosophila melanogaster, sendo um
provavel “falso-positivo”.

e Quebradacromatide em células de ovario de hamsteres chineses.



Revisdes na Literatura -
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(espécies reativas de oxigénio - ERO)



Revisdes na Literatura -

Inibicdo da geracao de
H,O, com o pH abaixo
de 7,4.

Akagawa et al., 2003.

Inibicdo da taxa de
autoxidacao do
pirogalol com o pH
abaixo de 8.

Gao et al., 1998.
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Fig. 7. Effects of pH on Production of H.Oy by Pyrocatechol,
Hvdroguinone, Pyrogallal, and 1,2, 4-Benzenetriol,

Each phenolic compound (250 am) was incubated in 50 mwd
sadivm phosphate buffer (ipH 5-10) at 37°C for 3 h, and then the
formation of H,O. was measured by the FOX assav. Data are

I

averaces of at least two delerminations, 5,0, did not excesd

+ 5% of miean valies,



Revisdes na Literatura -
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Inducao de conversao génica
mitotica de Saccharomyces
cerevisiae e inibicao a pH
abaixo de 7.

Rosin, 1984.

Inibic&o, a pH abaixo de pH
7,4, nainducédo a aberracao
cromossomal de células V79
de hamsteres chineses.

Ceéu Silva et al., 2003.
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Fig. 1. Frequency of mitotic gene convertants and percent
survival of S. cerevisiae exposed to phenolics at different pH
tevels. Concentrations of phenolics used were: pyrogallol (0.1
mg/ml); gallic acid (0.1 mg/ml); resorcinol (1.0 mg/ml);
catechol (0.3 mg/ml); and coumaric acid (10.0 mg/ml).



Avaliacao Mutagénica de Hennés -
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Produtos submetidos a testes de mutagenicidade
e Alizador Negro (SunSet® Cosméticos)
e Alizador Negro Forte (SunSet® Cosmeéticos)
 Hené Gel (Embelleze®)

Laboratorio acreditado pela ANVISA e Suica
Procedimentos validados seguindo OECD

Testes recomendados pela Sociedade Brasileira de Mutagénese,
Carcinogénese e Teratogénese Ambiental (SBMCTA):

« Mutacao Bacteriana Reversa
e Microntcleo em Medula Ossea de Camundongo



Mutacao Bacteriana Reversa

Incubacé&o com cepas bacterianas
deficientes da sintese de histidina

Resultados
Agente em Estudo
\ ol il Controle
-« yem:- 3. Plaqueamento g (solvente)
. 4. Estufa 72 h
] Cultura _— |
Bacteriana
1 = ¥ Agente
/. J | mutagénico
P,rotel’nas de 1. Incubacgéo 37°C
Figado de Rato 2. Mistura em agar

Colbnias Revertentes



Micronucleo

« Camundongos Swiss

« Grupos de dez animais

e /semanase~30g¢g

e Vviagavage

« dose maxima 2 x 2000 mg/kg

o Critéerios por comparacao com o
controle negativo

— PE/NE~1

— aumento significativo (p<0,05)
Figure 1. Photormarograph showing micronucleated erythrocytes. A) .
MNPCE in bone marrow (a), B) MNNCE in bone marrow de n° PE mlcronUC|eadOS




Avallac;ao Mutagénica de Hennes -

« Nao detectada inducéo a mutagenicidade pelos produtos testados.
 Possivelmente devido a formulacéo acida.
« Nao pode-se atribuir riscos de mutagenicidade aos produtos.

Available online at www.sciencedirect.com

ScienceDirect ig

EL&E\;[ER Food and Chemical Toxizology 45 (2007) 643-648 Food il

www, clsevier.comflocate/foode l‘l-:. mitox

Absence of mutagenicity of acid pyrogallol-contaming hair gels

J.L. Mazzei ®, D.N. da Silva ®, V. Oliveira ©, R.Z. Hosomi ¢, R.R. do Val 9,
C.B. Pestana °, 1. Felzenszwalb **

* Departamento de Biofisica ¢ Biomerria, Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio ae Janeiro,
Av. 28 Setembro 87-fd 47 andar, Vila Isabel 20551050 Rio de Janeiro, Brazil
® Bisdoxe Comercial and Industrial, Estr. Engenho da Pedra, 36, 21031030 Rio de Janeiro, Brazil
© Phitoteraphia Biofitogenia Laboratorial Biota, Rua Maria de Andrade 79-A, 26261-200 Nova Iguacu, Brazil
“ TECAM - Tecnologia Ambiental, Rua Fibia 59, 05051-030 Sio Paulo, 8razil



INCUBACAO DO PIROGALOL COM DNA (ENSAIO SENSIVEL A ERO)

* Pirogalol (99% Pharm grade). % - O
* DNA plasmidial (pBSK) _
superenovelada e circular
forma superenovelada formas de DNA plasmidial

e Incubacao 37°C por 1,3 0u 5h
* Diferentes pH’s 35-45-74 5

Nnea da C |2+
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CD

. Separa(; o0 das formas
superenovelada e circular
relaxada por eletroforese

 ldentificacao por coloracéao e
fotografia




Pirogalol — Efeitos de Formulacao

circular

superenovelada

Incubacdo: 1 2 3 4 5 6 7 8

Condicdo: (neg) (pos) V“——~— “——" “—~—~
Pirogalol e i +
pH 7,4 4,5 3,5

circular

superenovelada

Incubacéo:

Condicao:
Pirogalol - - + 17 +
Cust ey + ¥ + +

pH 7,4 3,5 7,4 4.5 3,5
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Pirogalol — Efeitos de Formulacgao \N{Mu,;

LASORATORIO DE
MUTAGENESE AMBIENTAL

A quebra de cadeia é rapida (L h =3 h =5 h).
Efeito significativo para pH > 4,5 na auséncia de ion bivalente.
Efeito significativo para pH > 3,5 na presenca de Cu?*.

SBMCTA

VIl Congresso Brasileiro de Mutagénese,
Carcinogénese e Teratogénese Ambiental

2007

Effects of pH and Cupric lon on the DNA Cleavage Induced by Pyrogallol

José L Mazzei, Juliana de S. Lapa, Israel Felzenszwalb

Departamento de Biofisica e Biometria, Instituto de Biologia Roberto
Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro



Escova Progressiva —

Denuncias de formulacao de cremes

alisantes caseiros com formol (2004)

no Estado do Rio de Janeiro (ANVISA
e Vigilancia Sanitaria Municipal)

Perigo nos saloes de beleza

i 13 Al _ Ardéncia nos olhos,
e I <~ (N | conjuntivite e
2 - e il clific |||I1'—: para

E permitido uso de formaldeido

em cosméticos como e f“'}; "
s meédico e es sando
CO nservante ate 0,2% (EUA, CE, um medicamento a base de cortisona, que & um -

antiinflamatadrio.

MERCOSUL) RJTV — 15/ 03/ 2004

Alerta: produto para alisar cabelos tem substancias nocivas a saude

Formaldeido € suspeito de

causar cancer em humanos s o 5 e o B s e s
(|A RC, EPA, OSHA e NTP) cabelos. 56 no Rio de Janeiro, a Vigilancia Sanitaria recebeu mais de 50 dentincias de pessoas que

T | Jornal Nacional — 15/ 03/ 2004

15/03/2004



Escova Progressiva —

Trés cremes alisantes fornecidos por usuarias anénimas
Quantificacado de formaldeido por cromatografia liquida

Ensaio in vitro de Citotoxicidade/Mutagenicidade:
« Mutacéo Bacteriana Reversa — Spot test

Agente mutagénico ! 33 | o )

nao citotoxico Agente mutagénico

e citotéxico

Agente ndo mutagénico
e nao citotoxico
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Escova Progressiva - JSBMU,

MUTAGENESE AMBIENTAL
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« Formadeido em teores preocupantes: 1,6 - 10,5%p/p.
 Citotoxicidade elevada por todos os cremes.

« Mutacao Bacteriana Reversa significativa pelo creme de mais
alto grau em formaldeido.

DIVULGACAO NO JORNAL DA CIENCIA (SBPC) EM OUTUBRO / 2006

TRABALHO A SER SUBMETIDO A “FOOD AND CHEMICAL TOXICOLOGY”

Genetic Risks of House-Made Creams Used for Progressive Hairy Straightening

JL Mazzei, EVC Figueiredo, LJ da Veiga, CAF Aiub, PIC Guimaraes,
| Felzenszwalb

Institute of Biology Roberto Alcantara Gomes / Institute of Chemistry
University of the Rio de Janeiro State, Rio de Janeiro, Brazil



Regulamentacao de Ensaios de
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THE SCIENTIFIC COMMITTEE ON
COSMETIC PRODUCTS AND NON-FOOD PRODUCTS (SCCNFP)

2003 (SCCNFP/0720/03) — Estratégia Atualizada Recomendada para
Testar Corantes Capilares quanto as Atividades Genotoxica,

Mutagénica e Carcinogénica.

2003 (SCCNFP/0755/03) — Testes de Ingredientes Cosmeésticos e
Avaliacao de suas Segurancas (nota de orientacao - 52 revisao).

2004 — Ensaios de Mutagenicidade/ Genotoxicidade Recomendados
para Testar a Seguranca de Ingredientes Cosmeéticos - a ser
Incluido nos anexos do Council Directive 76/768/EEC.

“Por suas propriedades quimicas, todos ingredientes dos
Anexos lll, IV, VI e VIl podem apresentar riscos a saude humana,
e desse modo requerem um adequado planejamento de estudos
toxicologicos, incluindo estudos de mutagenicidade”




Ensaios in vitro Mutagenicidade/Genotoxicidade
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1 2 3

BACTERIAL MAMMALIAN STRUCTURAL NUMERICAL
REVERSE CELL GENE CHROMOSOME CHROMOSOME
MUTATION MUTATIONS ABERRATIONS ABERRATIONS

DNA DAMAGE
PHOTOMUTAGENICITY| PHOTOCLASTOGENICITY Asggﬁéngﬂcﬁ IN VITRO CELL
TEST TEST ) TRANSFORMATION
Bacterial (Chromosome aberrations ADDUCTS, SHE Cell
(Bacterial, . ' |STRAND BREAKS, ( s)
Mammalian cells) Micronucleus) ETC
HAIR DYES’ REACTION PRODUCTS

v
IN VIVO TESTS IF NEEDED




