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RESUMO

A avaliacdo toxicoldgica a nivel ocular é uma etapa extremamente importante visando a
seguranca dos produtos oftalmicos. Estes ensaios tiveram inicio com o teste Draize em
coelhos. Com os avangos da ciéncia, novos ensaios visando reduzir o uso de animais e/ou
seu sofrimento vem sendo cada vez mais requisitado. Um destes testes é o chamado HET-
CAM (avaliacdo in vitro do potencial irritante utilizando ensaios na membrana corio-
alantoide), que utiliza ovos férteis de galinhas incubados. Este trabalho tem por objetivo
apresentar as principais caracteristicas do teste e sua aplicabilidade dentro dos ensaios
toxicoldgicos de produtos oftdlmicos. Para tanto, um levantamento foi realizado em bases
de dados como o Science Direct, Pubmed e a plataforma de periddicos da CAPES,
utilizando como descritores “HET-CAM”, “produtos oftalmicos in vitro”, “toxicidade
ocular” e “toxicidade de produtos oftalmicos”. Foram selecionados artigos em lingua
inglesa, portuguesa e espanhol, publicados principalmente entre os Gltimos dez anos, sendo
excluidos os duplicados e os ndo compativeis com a tematica. Como resultados, observou-
se que HET-CAM ¢ usado para fornecer dados sobre os possiveis efeitos na conjuntiva
humana ou animal, sendo um sistema de pontuacdo com maior repetibilidade e a mesma
subjetividade do Draize. O HET-CAM obteve sucesso em diversas formas farmacéuticas
destinado para uso oftalmico, como microemulsdo, emulsdo, niossomas, gel cristal liquido,
e mais atualmente, peliculas/insercGes de gelificagdo in situ. Entretanto, apresenta algumas
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limitagdes, como resultado falso-positivo e discordancia na avaliacdo do grau irritante,
principalmente quando comparado ao padrdo-ouro (teste de Draize). Embora ainda néo
existam testes que atuem de forma isolada para substituir completamente 0s ensaios in
vivo, 0 HET-CAM é um teste que ndo apresenta conflitos éticos, barato, de facil
procedimento, que permite a simulagdo de uma irritacdo conjuntival em humanos. E valido
ressaltar que o mesmo deve ser realizado juntamente com outros testes e que as limitacdes
mencionadas sejam levadas em consideracgdo por parte do pesquisador, visando a obtencéo
de resultados mais confiaveis.

Fjalavra—chave: HET-CAM. Produtos Oftalmicos. Toxicidade ocular.
Area: Farmécia

ABSTRACT

Toxicological assessment at the eye level is an extremely important step towards the safety
of ophthalmic products. These trials started with the Draize test on rabbits. With advances
in science, new trials aiming to reduce the use of animals and / or their suffering have been
increasingly requested. One of these tests is the so-called HET-CAM (in vitro evaluation of
the irritant potential using chorio-allantoic membrane assays), which uses fertile eggs from
incubated chickens. This work aims to present the main characteristics of the test and its
applicability within the toxicological tests of ophthalmic products. To this end, a survey
was carried out in databases such as Science Direct, Pubmed and the CAPES journal
platform, using as descriptors "HET-CAM", "ophthalmic products in vitro", "ocular
toxicity" and "toxicity of ophthalmic products”. Articles in English, Portuguese and
Spanish were published, mainly published in the last ten years, excluding duplicates and
those not compatible with the theme. As a result, it was observed that HET-CAM is used to
provide data on the possible effects on the human or animal conjunctiva, being a scoring
system with greater repeatability and the same subjectivity as Draize. HET-CAM has been
successful in several pharmaceutical forms intended for ophthalmic use, such as
microemulsion, emulsion, niosomes, liquid crystal gel, and more recently, in situ gelation
films / inserts. However, it has some limitations, such as false-positive results and
disagreement in the evaluation of the irritating degree, especially when compared to the
gold standard (Draize test). Although there are still no tests that work in isolation to
completely replace in vivo tests, HET-CAM is a test that does not present ethical conflicts,
is cheap, easy to perform, and allows the simulation of conjunctival irritation in humans. It
is worth noting that the same must be performed together with other tests and that the
mentioned limitations are considered by the researcher, to obtain more reliable results.

Keywords: HET-CAM. Ophthalmic Products. Eye toxicity.
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1 INTRODUCAO

Com objetivo de garantir eficacia, qualidade e seguranca, 0s produtos
farmacéuticos precisam ser avaliados quanto aos seus aspectos toxicolégicos. No caso dos
produtos de interesse oftdlmico, a toxicidade ocular é uma etapa crucial no
desenvolvimento de novas formulagdes, tendo em vista 0s aspectos bioldgicos da regido
ocular (WILSON et al., 2015). Os tecidos oculares, como a conjuntiva e a cOrnea, estdo
sujeitos a lesdes e sdo suscetiveis aos efeitos adversos de ingredientes ativos farmacéuticos
e/ou excipientes usados em preparac@es oftalmolégicas (ABDELHADER et al., 2015).

A avaliacdo do risco de irritagdo ocular teve inicio com o teste in vivo em coelhos,
porém, s6 em 1944, foi publicado por John H. Draize, toxicologista da FDA (Food and
Drug Administration), um procedimento padrdo para quantificar a lesdo ocular,
denominado Draize Eye Test. Este teste foi 0 mais utilizado por muitos anos, uma vez que
nenhum outro apresenta todos os requisitos para substitui-lo. (HARTUNG et al., 2010).
Por outro lado, além de ndo apresentar boa repetibilidade, pardmetro importante para
confiabilidade do teste, provoca extremo sofrimento ao animal sendo, por conseguinte,
bastante criticado pelas organizacGes de bem-estar animal.

Em alternativa ao teste ocular Draize, 0s cientistas passaram a desenvolver métodos
para substituir os ensaios in vivo que demonstrasse resultados que permitissem avaliar o
nivel de toxicidade de determinados produtos (OLIVEIRA et al., 2012). Uma das técnicas
que apresentou semelhanca e eficacia com o Draize foi o teste denominado HET-CAM,
aceito pelas agéncias reguladoras de muitos paises europeus, como exemplo, Alemanha,
Franca e Reino Unido (ABDELHADER et al., 2015).

Este teste é aplicado para observacdo de irritacfes oftalmicas, mostrando uma
correlagdo com o ensaio in vivo, uma vez que nessa metodologia utiliza-se a vasculatura
completa (artérias, capilares e veias) dos ovos fertilizados. Aléem disso, também é possivel
analisar possiveis processos inflamatorios, mostrando semelhangas na identificacdo de
ocorréncia de irritabilidade conjuntiva dos olhos do coelho, sendo capaz de prever o
possivel potencial irritante. Outro ponto a ser destacado € que o método alternativo nao

refere-se somente a substituicdo, mas € definido como uma forma de trocar, diminuir ou
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refinar a utilizacdo dos animais para testes experimentais, no intuito de reduzir o
sofrimento ocasionado pelos produtos (DEROUICHE E ABDENNOU, 2017; KANOUIJIA
etal., 2014; MCKENZIE et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2012).

Considerando a grande importancia do teste alternativo para avaliagdo do potencial
toxicologico de produtos oftalmicos, este trabalho teve por objetivo apresentar as
principais caracteristicas do teste e sua aplicabilidade dentro dos ensaios toxicoldgicos de

produtos oftalmicos.

2 METODOLOGIA

Para esta revisdo foram definidas palavras-chave que foram usadas na busca em

bancos de dados cientificos. As etapas da revisdo estdo descritas na figura 1.

Figura 1 — Fluxograma das etapas da revis&o.

~

Periddicos da CAPES, utilizando como descritores “HET-CAM”, “produtos
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1  Caracteristicas gerais do teste HET-CAM

A “CAM” é a membrana respiratéria vascular fetal constituido pelo corio e
alant6ide fundidos. O alantéide tem a funcdo de manter a viabilidade do embrido da
galinha, atuando como 0rgéo respiratorio, excretor e de armazenamento embrionario. No
periodo do desenvolvimento do embrido da ave, o alantdide torna-se maior, circundando o
embrido e liga-se com o corio para formar a CAM. A fusdo das duas membranas permite a
livre troca de gases entre o embrido e o ambiente. A denominacdo “HET-CAM” passou a
ser utilizada quando observou-se que a partir da CAM é possivel obter informacGes sobre
toxicidade de produtos oftalmicos fornecendo informagGes sobre os possiveis efeitos da
formulagdo testada na conjuntiva humana ou animal ao invés de monitorar a citotoxicidade
in vivo (BARILE, 2010; ABDELHADER et al., 2015).

De acordo com Kanoujia e colaboradores (2014), o ensaio HET-CAM €é um caso
circunjacente entre sistemas in vivo e in vivo, por esse motivo ndo existem conflitos em
relacGes éticas. Alem de poder ser usado no desenvolvimento de formulagdes liquidas, foi
possivel observar no estudo de Abdelhader et al. (2015) que esta metodologia, também
obteve sucesso na avaliagdo toxicoldgica de outras formas farmacéuticas para uso
oftdlmico, como microemulsdo, emulsdo, niossomas, géis, liquido cristalino, e mais
atualmente, peliculas/insercdes de gelificacdo in situ.

Outra caracteristica fundamental do HET-CAM € o seu baixo custo operacional,
uma vez que se trata de um procedimento simples, sem grandes investimentos, podendo ser
aplicado com poucos recursos (DEROUICHE E ABDENNOU, 2017). Além disso, esta
metodologia possibilita a reducdo do sofrimento do animal, avaliando pardmetros
igualmente importantes e confidveis quanto aqueles observados no teste Draize, por
exemplo (ABDELHADER et al., 2015).
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3.2 Considerac0es sobre o procedimento

Para a realizacdo do teste sdo selecionados ovos frescos de galinha (Gallus gallus)
incubados no periodo de 9-10 dias, periodo no qual o embrido ndo chegou ao
desenvolvimento dos tecidos nervosos e a percepcdo da dor ainda esta inativa. Terminado
0 periodo de incubacdo, é retirado a casca ao redor da camara de ar, evidenciando a
membrana interna umedecida com solucdo salina e retirada com bastante cuidado, para
revelar a membrana corio-alantéide abaixo (Figura 2). Em seguida, é aplicado 0,3 ml da
formulacdo em teste diretamente na CAM, observando as rea¢fes durante um periodo de
300s. O tempo para o aparecimento dos eventos (pontos finais) devem ser anotados,
monitorados e registrados (filmado), em segundos (ICCVAM, 2010; DESHMUKH et al.,
2012; MCKENZIE et al., 2015; DEROUICHE et al., 2017).

Figura 2 — Protocolo geral do teste HET-CAM
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7 Ovos frescos de galinha ‘ O @
(Gallus gallus) incubados
no periodo de 9-10 dias 0,3 mL de amostra
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Fonte: Autoria propria.
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Para o teste negativo utiliza-se a solugdo salina a 0,9% e, para o teste positivo,
hidroxido de sodio (NaOH) a 0,1 mol/L. Com o objetivo de garantir resultados
reprodutiveis e com alta confiabilidade, recomenda-se a utilizacdo de fotografias de
referéncia para todos os pontos finais. Os trés pontos finais a serem observados sdo
hemorragia (sangramento dos vasos), lise vascular (desintegracdo do vaso sanguineos) e a
coagulacdo (desnaturagdo proteica intra e extravascular) (ICCVAM, 2010; DESHMUKH
etal., 2012, MCKENZIE et al., 2015, DEROUICHE et al., 2017).

A avaliacdo tem como base o surgimento de cada um dos trés pontos de
extremidade do HET-CAM em intervalos de tempo fixos de 30 segundos, 2 minutos e 5
minutos (DEROUICHE et el., 2017). O tempo para lise, hemorragia e coagulacéo recebem
uma pontuacdo especifica de acordo com o tempo em que cada evento acontece. Esta

relacdo pode ser observada na Tabela 1.

Tabela 1 -Esquema de pontuacdo para testes de irritacdo com o método de teste.

Efeitos Pontuagéo
0,5 min (30s) 2 min (120s) 5 min (300s)
Lise 5 3 1
Hemorragia 7 5 3
Coagulagéo 9 7 5

Fonte: ICCVAM, 2010, DEROUICHE et al., 2017 (Adaptado)

Em seguida, as pontuacdes sdo somadas obtendo um valor numérico Unico,
evidenciando a capacidade de irritagdo da formulacdo testada em uma escala comum que
varia de 0 a 21, demonstrada na Tabela 2 (ICCVAM, 2010). O teste deve ser realizado em
triplicatas e, com os resultados obtidos, determina-se uma media (entre 0 a 21), indicado as
categorias irritantes e ndo-irritante (Tabela 2) (DEROUICHE et al., 2017).
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Tabela 2 - Categoria de irritacdo de acordo com a faixa de pontuacdo do HET-CAM.

Faixa de pontuacéo Categoria de irritacao
0a0,9 Ndo rotulado
la4,9 Ligeira irritacdo
5a8,9 Irritagdo moderada
9a21 Irritagdo grave

Fonte: ICCVAM, 2010; DEROUICHE et al; 2017 (adaptado)

3.3  Aplicacgbes do teste em produtos oftalmicos

Em um estudo realizado por Jimenez et al. (2010), o teste de HET-CAM foi
realizado com emulsdes de nanoparticulas (NPs) de poli (D,L-lactido-coglicolideo)
(PLGA) carreadas com tripsina de metila (TM) para cuidados de lentes de contatos. Ao
final do teste, observou-se que ndo houve nenhuma irritacdo em emulsdes do tipo NP13
(com poloxamina), e uma leve irritagdo em NP1 (apenas PLGA), NP12 (com glicerol) e
NP14 (glicerol e poloxamina). O teste também foi realizado para a avaliagdo da toxicidade
de comprimidos FizziClean™, utilizados para cuidados de lentes de contato gelatinosas,
em que obteve-se resultados que indicaram uma irritacdo moderada.

Ainda neste mesmo estudo, os autores realizaram 0 ensaio in vivo proposto por
Draize que indicou uma ligeira irritacdo na conjuntiva do coelho ap6s uma hora da
administracdo do NP12 contendo glicerol e, o produto comercial FizziClean™, também
provocou hiperemia e processo inflamatoério na iris e conjuntiva do animal ap6s uma hora
da aplicacdo. Dessa forma, descobriu-se que o FizziClean™, considerado pelo teste HET-
CAM moderadamente irritante, apresenta, no teste in vivo, inflamacéo e hiperemia na iris e
na conjuntiva, sendo necessario 24 horas para melhora dos sintomas. Tal fato, demonstra
uma das limitacdes existentes na metodologia HET-CAM.

Em outra formulacdo, nanoparticulas de poli (3-hidroxibutirato-co-3-
hidroxivalerato) ou apenas PHBV-NPs, foram desenvolvidas para encapsular a

hidrocortisona (HC) para administracdo oftalmica topica. A partir da realizacdo do HET-
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CAM, observou-se que a irritagdo de PHBV-NPs e HC-PHBV-NPs ndo apresentou
nenhum dano aos vasos sanguineos na superficie da CAM ap6s 5 minutos, sendo, portanto,
classificada como ndo irritante. N&do foram realizados teste in vivo, mas sim o Teste de
Opacidade e Permeabilidade da Cornea Bovina (BCOP), que apresenta-se como alternativa
comprovada para ser usado no monitoramento alteragéo da transparéncia e permeabilidade
da cornea. Com a realizacdo deste teste, observou-se que os HC-PHBV-NPs ndo sdo
irritantes e ndo produzem alteracbes na cornea, o que indica que os testes HET-CAM e
BCOP indicaram os mesmos resultados (ndo irritantes), aumentando a confiabilidade do
produto em relac3o a toxicidade ocular (ALVAREZ-ALVAREZ et al., 2019).

Ao realizar o HET-CAM em uma preparacdo farmacéutica de doze nanoemulsdes
(NEs) para melhorar biodisponibilidade do medicamento ocular no tratamento de
glaucoma, Mahbooian et al. (2019) observaram o potencial irritante de varias substancias
como, por exemplo, os surfactantes. Entre as doze preparacdes, s6 uma foi classificada
como ndo irritante e, com a realizagdo do método ex vivo BCOP (XXXX), também foi
possivel classificar esta mesma prepara¢do como ndo irritante. Deste modo, o HET-CAM e
0 BCOP foram capazes de rastrear a formulacdo mais adequada em termos de toxicidade
ocular.

Outro tipo de formulacdo na qual utilizou-se a metodologia HET-CAM para a
avaliacdo toxicoldgica, foi um gel in situ de nanoparticulas de quitosana carregados com
dorzolamida para tratamento de glaucoma. Este experimento foi realizado por Katiyar et al.
(2014), no qual obtiveram uma pontuacdo final de 0,33, de acordo com a tabela de
categoria de irritacdo demonstrada na sessdo 3.2. Entretanto, ndo foram feitos testes in vivo
nem testes utilizando outro método in vitro para resultados mais confiaveis.

Fernandez-Ferreiro e colaboradores (2014) avaliaram a toxicidade do colirio de
voriconazol e fluconazol com HET-CAM, obtendo uma pontuacdo final de zero, sendo
agrupado, portanto, na categoria de ndo irritante. No entanto, assim como no ensaio
realizado por Katiyar et al. (2014), nenhum teste in vitro e in vivo foram efetuados para
correlacionar com os resultados obtidos pelo HET-CAM o que torna os resultados menos

confiaveis.
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3.4 Principais limitacdes do teste

De acordo com o Comité de Coordenagdo Internacional para a Validacdo de
Métodos Alternativos (ICCVAM, 2010), a confiabilidade do HET-CAM néo assegura sua
utilizagdo como teste para classificar formas farmacéuticas como irritantes ou nao
irritantes, bem como ndo garante a seguranga da substancia utilizada em relacdo a todas
categorias de irritacbes analisadas no teste. No estudo realizado por Oliveira e
colaboradores (2012), ao comparar o teste Draize com o HET-CAM, foi possivel observar
uma diferenca entre os resultados, ao avaliar através das duas metodologias 20 colirios ndo
irritantes. Como resultado, o HET-CAM apresentou quatro falsos-positivos dentre 0s
colirios testados resultando em especificidade e precisdo de 80%.

Para medir o potencial de irritacdo ocular, fazendo andlise comparativa dos
resultados do HET-CAM, e testes “in vivo”, como por exemplo o teste Draize, Scheel et al.
(2011) realizaram um ensaio aplicando substancias liquidas e sélidas durante um periodo
de nove dias. Quando aplicadas substancias bastante irritantes, 0 HET-CAM ndo conseguiu
evidenciar a irritacdo da mesma forma que o teste Draize, ja que em alguma delas o grau
de irritagdo demonstrado na membrana era leve ou moderado e no teste de coelhos era
grave ou severa. Sendo assim, este estudo mostrou que o HET-CAM ndo apresentou uma
precisdo quanto a avaliacdo da irritabilidade ocular quando exposta a alguns elementos,
revelando que o mesmo ndo deve ser utilizado como método de classificacdo
independente.

Ao analisar as caracteristicas dos estudos que envolveram a aplicacdo do HET-
CAM, é importante levar em consideracdo as limitacGes da metodologia, tanto em relacdo
a subjetividade do observador ao identificar o surgimento dos trés pontos finais, tanto na
incapacidade de revelar a reversibilidade que pode ocorrer em in vivo. Além disso, com o
uso do HET-CAM observa-se apenas a toxicidade aguda uma vez que se realiza apenas a
aplicacdo de uma dose do produto e a ocorréncia de toxicidade cronica ndo € levada em

consideracao (Fernandez-Ferreiro et al.,2014).
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4 CONCLUSAO

O teste HET-CAM surgiu como uma caracteristica de avaliacdo alternativa dos
ensaios in vivo, entretanto, até 0 momento, nao existe teste que atue de forma isolada para
substituir completamente os ensaios in vivo. E um teste que ndo apresenta conflitos éticos,
sem custo elevado, de féacil procedimento, que permite a simulacdo de uma irritacdo
conjuntival em humanaos.

Por outro lado, com o ensaio utilizando a membrana cério-alantéide comparado ao
teste Draize utilizando a mesma substancia ou forma farmacéutica, observou-se resultados
falso-positivo, mostrando confiabilidade de 80%. Dessa forma, é importante ressaltar que o
HET-CAM deve ser realizado juntamente com outro(s) teste(s) e que as limitacOes
mencionadas devem ser consideradas pelo pesquisador responsavel, visando a obtencédo de

resultados mais confiaveis.

REFERENCIAS

ABDELKADER, H.; PIERSCIONEK, B.; CAREW, M.; Wu, Z.; ALANY, R. G. Critical
appraisal of alternative irritation models: three decades of testing ophthalmic
pharmaceuticals. British medical bulletin, v. 113, n. 1, p. 59-71, 2015.

ALVAREZ-ALVAREZ, L.; BARRAL, L.; BOUZA, R.; FARRAG, Y.; OTERO-
ESPINAR, F.; FEIJOO-BANDIN, S.; Lago, F. Hydrocortisone loaded poly-(3-
hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) nanoparticles for topical ophthalmic
administration: Preparation, characterization and evaluation of ophthalmic toxicity.
International journal of pharmaceutics, v. 568, p. 118519, 2019.

BARILE, F. A. Validating and troubleshooting ocular in vitro toxicology tests. Journal of
pharmacological and toxicological methods, v. 61, n. 2, p. 136-145, 2010.

DHAVAL, M.; DEVANI, J.; PARMAR, R.; SONIWALA, M. M.; CHAVDA, J.
Formulation, and optimization of microemulsion based sparfloxacin in-situ gel for ocular
delivery: In vitro and ex vivo characterization. Journal of Drug Delivery Science and
Technology, v. 55, p. 101373, 2019.

DEROUICHE, M. T. T.; ABDENNOUR, S. HET-CAM test. Application to shampoos in
developing countries. Toxicology in Vitro, v. 45, p. 393-396, 2017.




Journal of Biology & Pharmacy

“g‘“:u and Agricultural Management
20

ISSN 1983-4209 Journal of Biology & Pharmacy and Agricultural Management, v. 17, n. 2, abr/jun 2021
revista.uepb.edu.br/index.php/biofarm

DESHMUKH, G. R.; Kumar, K. H.; REDDY, P. V. S.; RAO, B. A.; KUMAR, C. V. S.
Irritation Potential of Aqueous Leaf Extract of Achyranthes aspera by In Vitro and In Vivo
Method. ISRN Toxicology, v. 2012, 2012.

FERNANDEZ-FERREIRO, A.; GONZALEZ BARCIA, M.;: GIL MARTINEZ, M.;
BLANCO MENDEZ, J.; LAMAS DIAZ, M. J.; OTERO ESPINAR, F. J. Andlisis de la
toxicidad ocular de los colirios de voriconazol y fluconazol con HET-CAM. Farmacia
Hospitalaria, v. 38, n. 4, p. 300-304, 2014.

HARTUNG, T.; BRUNER, L.; CURREN, R.; ESKES, C.; GOLDBERG, A.; MCNAMEE,
P.; SCOTT, L.; ZUANG, V. First alternative method validated by a retrospective weight-
of-evidence approach to replace the Draize eye test for the identification of non-irritant
substances for a defined applicability domain. ALTEX-Alternatives to animal
experimentation, v. 27, n. 1, p. 43-51, 2010.

JIMENEZ, N.; GALAN, J.; VALLET, A.; EGEA, M. A.; GARCIA, M. L. Methyl trypsin
loaded poly (D, L-lactide-coglycolide) nanoparticles for contact lens care. Journal of
pharmaceutical sciences, v. 99, n. 3, p. 1414-1426, 2010.

KANOUIJIA, J.; KUSHWAHA, P. S.; SARAF, S. A. Evaluation of gatifloxacin pluronic
micelles and development of its formulation for ocular delivery. Drug delivery and
translational research, v. 4, n. 4, p. 334-343, 2014.

KATIYAR, S.; PANDIT, J.; MONDAL, R. S.; MISHRA, A. K.; CHUTTANI, K.; AQIL,
M.; ALI, A.; SULTANA, Y. In situ gelling dorzolamide loaded chitosan nanoparticles for
the treatment of glaucoma. Carbohydrate polymers, v. 102, p. 117-124, 2014.

MAHBOOBIAN, M. M.; SEYFODDIN, A.; ABOOFAZELI, R.; FOROUTAN, S. M,;
RUPENTHAL, I. D. Brinzolamide—loaded nanoemulsions: ex vivo transcorneal
permeation, cell viability and ocular irritation tests. Pharmaceutical development and
technology, v. 24, n. 5, p. 600-606, 2019.

MCKENZIE, B.; Kay, G.; MATTHEWS, K. H.; KNOTT, R. M.; CAIRNS, D. The hen’s
egg chorioallantoic membrane (HET-CAM) test to predict the ophthalmic irritation
potential of a cysteamine-containing gel: Quantification using Photoshop® and ImageJ.
International journal of pharmaceutics, v. 490, n. 1-2, p. 1-8, 2015.

NATIONAL INSTITUTE OF ENVIRONMENTAL HEALTH SCIENCES (ICCVAM).
ICCVAM-Recommended Test Method Protocol, “Hen’s egg test—chorioallantoic
membrane (HET-CAM) test method,” Tech. Rep. 10-7553, NIH, 2010.

OLIVEIRA, A. G. L. D.; SILVA, R. S.; ALVES, E. N.; PRESGRAVE, R. D. F,
PRESGRAVE, O. A. F.; DELGADQO, I. F. Ensaios da membrana corio-alantéide (HET-
CAM e CAM-TBS): alternativas para a avaliacao toxicologica de produtos com baixo

[ 441 )



% Journal of Biology & Pharmacy

%?: and Agricultural Management
BI0FaRM

ISSN 1983-4209 Journal of Biology & Pharmacy and Agricultural Management, v. 17, n. 2, abr/jun 2021
revista.uepb.edu.br/index.php/biofarm

potencial de irritagdo ocular. Revista do Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo, v. 71, n. 1, p.
153-159, 2012.

SCHEEL, J.; KLEBER, M.; KREUTZ, J.; LEHRINGER, E.; MEHLING, A,
REISINGER, K.; STEILING, W. Eye irritation potential: Usefulness of the HET-CAM
under the Globally Harmonized System of Classification and Labeling of Chemicals
(GHS). Regulatory Toxicology and Pharmacology, v. 59, n. 3, p. 471-492, 2011.

WILSON, S.L.; AHEARNE, M.; HOPKINSON, A. An overview of current techniques for
ocular toxicity testing. Toxicology. v. 327, n. 1, p. 32-46, 2015.

Received: 28 September 2020
Accepted: 14 October 2020
Published: 02 April 2021

| S

[ aa2



