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Metody alternatywne
a ocena bezpieczenstwa kosmetykéw

i ich sktadnikow

Stowa kluczowe: metody alternatywne, ocena bezpieczenstwa kosmetykow

omisja Europejska natozyta na

przemyst kosmetyczny terminy

przejsciowe, po uptywie kto-
rych w krajach Unii Europejskiej ma
obowiazywac catkowity zakaz testo-
wania kosmetykow i ich sktadnikow na
zwierzetach. Dnia 11 marca tego roku
wszedt w zycie kolejny z zakazdw -
zakaz wykonywania testow sktadni-
kow kosmetykow na zwierzetach.
Zakaz testow na zwierzetach pozos-
taje jednym z najbardziej kontrower-
syjnych  tematéow dla  branzy
kosmetycznej. Przepisy prawne doty-
czace testow z wykorzystaniem zwie-
rzat oraz oceny bezpieczenstwa
produktow kosmetycznych i substan-
cji chemicznych sa niejednoznaczne i
trudne w interpretacji. Pomimo licz-
nych programéw badawczych prowa-
dzonych w laboratoriach Unii, dla
wiekszosci parametrow toksykologicz-
nych nie zatwierdzono jeszcze metod
alternatywnych.
Ponizszy artykut przedstawia metody
alternatywne uzyteczne dla oceny
bezpieczenstwa sktadnikéw kosme-
tycznych oraz gotowych produktow
kosmetycznych.
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B Ustawodawstwo Unii Europejskiej
a metody alternatywne

Dyrektywa 2003/15/WE czyli 7. Popraw-
ka do Dyrektywy Kosmetycznej
76/768/WE natozyta na przemyst kosme-
tyczny rygorystyczne terminy wprowa-
dzajace zakaz testowania kosmetykow i
skfadnikéw kosmetycznych na zwierze-
tach (1):

1. od wrzesnia 2004 r.

- zakaz testowania na zwierzetach
gotowych produktéw kosmetycz-
nych,

- zakaz testowania na zwierzetach
skfadnikow lub ich kombinacji jesli
odpowiednia metoda alternatywna
zostafa zaadoptowana do zatacz-
nika V Dyrektywy 67/548/EC

2. od marca 2009r.

- zakaz wykonywania testow na
zwierzetach skfadnikow kosmety-
kéw, z wyjatkiem badan toksyczno-
$ci dawki powtarzanej (przewlektej/
podprzewlektej), toksykokinetyki,
toksycznego wptywu na rozrod-
czos¢

3. od marca2013r.

- catkowity zakaz wykonywania tes-
tow substancji chemicznych na
zwierzetach pod warunkiem, ze do-
stepne beda odpowiednie metody
alternatywne.

Duzy wptyw na rozwdj i walidacje metod
alternatywnych wywiera wprowadzone
w 2007r. rozporzadzenie REACH (Regist-
ration, Evaluation and Authorization of
Chemicals). Celem projektu jest rejestra-

SPIS TRESCI/CONTENTS

Cja wszystkich substancji chemicznych
obecnych na rynku Unii Europejskiej. Ini-
Cjatywa ta z pewnoscig przyspieszy roz-
woj nowych metod alternatywnych oraz
walidacje juz istniejacych, gdyz dla rejest-
racji substancji niezbedne jest przepro-
wadzenie oceny bezpieczenstwa. Jed-
nakze wobec faktu, ze dla wiekszosci pa-
rametrow toksykologicznych nie s do-
stepne odpowiednie metody alterna-
tywne, ocena bezpieczenstwa bedzie
nadal wymagata testéw z udziatem zwie-
rzat.

Przemyst kosmetyczny stat sie pionierem
w ograniczaniu liczby zwierzat wykorzy-
stywanych w badaniach bezpieczenstwa
substancji chemicznych. Wedtug ostat-
niego Sprawozdania Komisji dla Rady i
Parlamentu Europejskiego (Bruksela,
2008) na temat liczby i rodzaju zwierzat
wykorzystywanych do celéw doswiad-
czalnych w latach 2003-2006 faczna
liczba zwierzat w badaniach bezpieczen-
stwa kosmetykéw znaczaco spadta. Do
oceny toksykologicznej substancji che-
micznych wykorzystywanych jest tylko
8% tacznej liczby zwierzat, na ktérych
wykonywane sg eksperymenty, z czego
zaledwie 0,5% to badania bezpieczen-
stwa kosmetykéw (2).

B Metody alternatywne - definicja

Definicja metod alternatywnych zapro-
ponowana zostata w 1959r przez Wil-
liama Russela i Rexa Burcha, cztonkdow
brytyjskiej organizacji Universities Fede-
ration for Animal Welfare. Majac na celu
humanitarne traktowanie zwierzat
uczestniczacych w badaniach nauko-
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wych stworzyli oni zasade,3R": reduction
(zmnigjszenie), refinement (doskonalenie)
oraz replacement (zastgpienie).

Zmniejszenie oznacza takie zaplanowa-
nie badan, by pozwolity na uzyskanie
wiarygodnych wynikéw przy uzyciu jak
najmniejszej liczby zwierzat. Badania na
zwierzetach podlegajg ciagtemu dosko-
naleniu i rozwojowi, by zapewnic¢ zwie-
rzetom humanitarne traktowanie. Kolej-
nym celem jest zastepowanie ekspery-
mentéw z uzyciem zwierzat modelami
badawczymi ,nie odczuwajacymi” cier-
pien czyli modelami in vitro i in silico.

Zgodnie z powyzsza definicjg metody al-
ternatywne to nie tylko metody in vitro,
ale rowniez ulepszone, zmodyfikowane
metody in vivo (3).

B \Walidacja metod alternatywnych

Europejskie Centrum Walidacji Metod
Alternatywnych (ECVAM ang. European
Centre for the Validation of Alternative Met-
hods) odgrywa kluczowa role w rozwoju
i walidacji metod alternatywnych na te-
renie Unii Europejskiej. Organizacja ta,
powotana przez Komisje Europejska w
1992 r,, pozostaje najwazniejszym zrod-
tem informacji o metodach alternatyw-
nych. ECVAM stanowi punkt wymiany
informacji na temat testéw alternatyw-
nych, koordynuje wspoétprace miedzy
ustawodawcami, przemystem i grupami
chronigcymi prawa zwierzat.

Na stronie internetowej ECVAM:
http://ecvam.jrc.it/

dostepna jest petna lista metod alterna-
tywnych: zawartych w ustawodawstwie
UE (Czes¢ B Aneksu V do Dyrektywy
67/548/EEC), zwalidowanych przez
ECVAM Scientific Advisory Commitee
(ESAC), lecz nie zawartych jeszcze w
ustawodawstwie UE oraz metod w trak-
cie rozwoju i walidacji.

Ponadto organizacja ta stworzyta baze
danych metod alternatywnych ECVAM
DataBase Service on Alternative Met-
hods (DB-ALM):

http://ecvam-dbalm.jrc.ec.europa.eu,
gdzie dostepne sg aktualne, szczegoto-
we protokoty dla metod alternatywnych.
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Proces rozwoju, walidacji i implementacji
do ustawodawstwa nowej metody alter-
natywnej jest dtugi - trwa $rednio od 6
do 8 lat. Dotychczasowe doswiadczenia
w zakresie wdrazania metod alternatyw-
nych do ustawodawstwa pozwalajg
przypuszczaé, ze wyznaczony przez Ko-
misje Europejska termin catkowitego za-
kazu wykonywania testéw na zwierze-
tach moze by¢ nie dotrzymany.

B Ocena bezpieczeristwa kosme-
tyku a metody alternatywne

Zgodnie z Dyrektywg Kosmetyczng
76/768/WE producent kosmetyku zobo-
wigzany jest przeprowadzi¢ ocene bez-
pieczenstwa produktu wprowadzanego
na rynek. Ocena ta, zgodnie z wytycz-
nymi SCCP (Komitetu Naukowego ds.
Produktéow Konsumenckich przy Komisji
Europejskiej) powinna zawiera¢ dane do-
tyczace toksycznosci ostrej, wiasnosci
zracych i draznigcych (skore i oczy), whas-
nosci uczulajgcych skore, absorbdji przez
skore oraz mutagennosci/genotoksycz-
nosci. Ponadto ocena bezpieczenstwa
moze obejmowac dane dotyczgce to-
ksycznosci przewlektej, fototoksycznosdi,
dziatania kancerogennego, toksycznego
wptywu na rozréd oraz toksykokinetyki.
Obecnie okreslenie wiekszosci z wymie-
nionych parametrow toksykologicznych
mozliwe jest tylko po wykonaniu testow
na zwierzetach (1, 4-7).

B Metody alternatywne dostepne
w UE dla celow regulacyjnych

Dziatanie zrace skére

Test dziatania zracego na skére opiera sie
na wykorzystaniu modeli 3D naskdrka (
EC B.40, OECD 431; EC B.40, OECD 431).
Naskorek stworzony w warunkach in
vitro zachowuje funkcje barierowe, a pro-
fil lipidowy tych modeli jest niemal iden-
tyczny jak in vivo. Ocena witasnosci
zracych opiera sie na badaniu wiasnosci
cytotoksycznych przy pomocy iloscio-
wego testu kolorymetrycznego MTT po-
legajgcego na redukgji soli tetrazoliowej
przez komérki aktywne metabolicznie.
Obecnie na potrzeby tego testu oficjal-
nie zatwierdzono wykorzystanie dwaéch
modeli naskérka EpiSKIN™ i EpiDerm™,
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kolejne modele (CORROSITEX, SkinEt-
hic™) s3 na etapie walidadji
Alternatywa dla testéw na modelach na-
skorka jest test przezskornej opornosci
elektrycznej (TER) wykonywany na frag-
mentach skéry szczura (EC B.40, OECD
430).

Dziatanie fototoksyczne

Badanie wiasnosci fototoksycznych pro-
wadzone jest na hodowli fibroblastéw
mysich Balb/c 3T3 (EC B.41, OECD 432).
Ocenie podlega zywotnos¢ komorek
przy uzyciu testu wychwytu czerwieni
obojetnej (NRU, Neutral Red Uptake).
Oprocz testow dziatania fototoksycz-
nego substancji kosmetycznych metoda
ta znalazta zastosowanie w ocenie sku-
tecznosci filtréw przeciw promieniowa-
niu UV.

Dzialanie mutagenne/genotoksyczne
Ocena mutacji genowych oraz aberradji
chromosomaow mozliwa jest przy uzyciu
szeregu testow alternatywnych dostep-
nych w ustawodawstwie unijnym (EC
B.13/14, OECD 471; EC B.17, OECD 476;
Ec B.10, OECD 473; OECD 487). W ocenie
bezpieczerstwa produktow kosmetycz-
nych i ich sktadnikow najczesciej wyko-
rzystywany jest test Amesa (bakterie
Salmonella typhimurium) (EC B.13/14,
OECD 471. Jednakze w licznych przy-
padkach test Ames'a daje wynik fatszy-
wie pozytywny, ktory nie koreluje z
wynikami testéw in vivo. Dlatego tez,
wedtug opinii SCCP, do oceny mutagen-
nosci wcigz wymagane jest wykonanie
testow na zwierzetach.

Unia Europejska zatwierdzita ponadto
dwie inne metody, w ktoérych liczba
zwierzat uzytych do eksperymentu zos-
tata znacznie zredukowana — jest to ba-
danie toksycznosci ostrej oraz wias-
nosci uczulajacych. Wedtug definicji
metod alternatywnych metody te zgod-
ne sg z kryterium redukcji oraz udosko-
nalenia, wcigz jednak wymagaja ekspe-
rymentow z udziatem zwierzat.

Toksycznos¢ ostra

Badanie toksycznosci ostrej polega na
dwutygodniowej obserwacji efektu jed-
norazowego podania badanej substancji
zwierzeciu (lub kilkakrotnego jej podania
w ciggu pierwszej doby) (EC.B1bis, OECD
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420; ECB.1tris, OECD 423; OECD 425). Pa-
rametrem stuzacym do okrelenia to-
ksycznosci ostrej jest dawka letalna LDsp,
czyli dawka substancji, ktéra powoduje
zgon 50% zwierzat. Klasyczny sposéb
okreslania LD, polegat na podaniu réz-
nych dawek substancji szesciu lub sied-
miu grupom liczacym po 20 zwierzat.
Obecnie stosuje sie metode stopniowa-
nia dawki wymagajaca uzycia srednio 16
zwierzat, jednakze ECVAM prowadzi wa-
lidacje testu, ktéry pozwolitby zreduko-
wac liczbe zwierzat do 6.

Dziatanie uczulajace skoére

Dziafanie uczulajgce skore okresla sie po-
przez ocene tempa proliferacji limfocy-
tébw przy pomocy inkorporacji *H
tymidyny do DNA (test LLNA, Local
Lymph Node Assay (EC B.42, OECD 429).
Choc test LLNA wciaz jest wykonywany
na zwierzetach, udoskonalenie tej me-
tody pozwolito na znaczaca redukcje ich
liczby.

B Metody alternatywne zwalido-
wane przez ECVAM Scientific Ad-
visory Committee (ESAC), lecz nie
zawarte jeszcze w ustawodaw-
stwie UE.

Do metod tych zaliczamy: testy dziata-
nia draznigcego na skore, ocene ab-
sorpcji przezskornej in vitro, ocene
dziatania genotoksycznego i embrio-
toksycznego (4-7).

Dziatanie draznigce skoére

Testy dziatania draznigcego skore wyko-
nywane sa, podobnie jak badania wtas-
nosci zracych, na modelach naskorka.
Badanie wtasnosci draznigcych substan-
¢ji chemicznych oraz gotowych wyro-
béw kosmetycznych opiera sie rowniez
na ocenie dziatania cytotoksycznego na
komorki naskérka (test MTT). Roznice
miedzy testami dotycza czasu ekspozydji
modelu na dziatanie substancji oraz
czasu, po ktorym przeprowadzana jest
ocena. Czutos¢ testu dziatania draznia-
cego skore moze zostac¢ zwiekszona po-
przez oznaczenie sekrecji jednego z
mediatorow reakcji zapalnej interleukiny
Ta. Walidacje ESAC uzyskaty dotychczas
modele EpiSKIN™  EpiDerm™ oraz
SkinEthic™.
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Wchtanianie przez skére

Do oceny wchtaniania substancji che-
micznych przez skore wykorzystuje sie
model perfuzji (komora Franz'a). Testuje
sie uzytecznosc¢ wycinkéw skory zwie-
rzecej, ludzkiej oraz modeli 3D z wyko-

rzystaniem  substancji  chemicznej
znakowanej radioaktywnie lub fluores-
cencyjnie (OECD 428).

B Metody w trakcie rozwoju
i walidacji:

Dotychczas nie zatwierdzono metod al-
ternatywnych dla: dziatania draznia-
cego na oko, toksycznosci przew-
leklej, dziatania kancerogennego, to-
ksycznosci reprodukcyjnej oraz toksy-
kokinetyki (4-7).

Dziatanie draznigce oko

W trakcie rozwoju i walidacji znajduje sie
szereg testow pozwalajacych ocenic¢
dziatanie draznigce oko. Cho¢ zadna z
tych metod nie jest jeszcze obecna w
prawodawstwie unijnym, sg one czesto
prowadzone na potrzeby przemystu kos-
metycznego, a ich uzycie jest w UE ho-
norowane.

Metody te opieraja sie na wykorzystaniu
izolowanej rogéwki (wotu, krélika, kur-
czaka) pochodzacej z materiatu pozyska-
nego z rzezni. Analiza uszkodzen
rogowki opiera sie na pomiarze prze-
puszczalnosci $wiatta przez rogowke,
substancja chemiczna podlegajaca oce-
nie znakowana jest fluorescencyjnie.
Oprocz powyzszych metod ex vivo do
czesto wykonywanych testéw nalezy
test HET-CAM (Hen's Egg Test on the
Chorio-Allantoic Membrane) — na btonie
kosmowkowo-omoczniowej jaja kurze-
go, w ktorym ocenie podlega morfologia
btony kosmodwkowo-omoczniowej - liza,
koagulacja oraz stan naczyn krwionos-
nych. Testy te dajg miarodajne wyniki dla
substandji silnie draznigcych, natomiast
w przypadku stabego potencjatu draz-
nigcego konieczne jest przeprowadze-
nie dodatkowych badan z udziatem
zwierzat. Ponadto trwajg badania nad
wykorzystaniem do oceny dziatania
draznigcego oko modelu 3D rogéwki
(EpiOcular™) oraz analizy komputerowe;j
(Q)SAR (Quantitative Structure-Activity
Relationship).
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Dla badan toksycznosci przewlektej,
dziatania kancerogennego, toksycz-
nosci reprodukcyjnej oraz toksykoki-
netyki nie zatwierdzono dotychczas
metod alternatywnych. Cho¢ w labora-
toriach unijnych toczg sie, finansowane
7 réznych Zrédet, badania w tych obsza-
rach, nie ulega watpliwosci, ze ich wyniki
nie beda znane w roku 2013.

Nadal pracuje sie nad rozwojem szeregu
metod, ktére spetniajg juz jedng z zasad
3R, ale wcigz wymagaja uzycia zwierzat
m.in. ocena toksycznosci ostrej (droga
doustna, inhalacyjna, podanie przez
skore), dziatanie uczulajgce na skore.
Dobrym przyktadem sa tu prace nad za-
stgpieniem wykonywanego na myszach
testu LLNA. ECVAM prowadzi procedure
walidacji testu in vitro z wykorzystaniem
komorek dendrytycznych krwi (analiza
ekspresji CD86 markera aktywacji tych
komorek) oraz metod wykorzystujacych
modelowanie komputerowe (programy
DEREK, CASE). Szacuije sie, ze wyniki tych
badan bedg znane po roku 2010.

B Podsumowanie

W ciggu ostatniego dziesieciolecia nastg-
pit znaczacy postep w rozwoju i walidacji
metod alternatywnych stuzacych ocenie
bezpieczehstwa substancji chemicz-
nych, w tym substancji uzywanych do
produkcji kosmetykdw. Obecnie metody
te znajdujg zastosowanie gtéwnie do
identyfikacji zagrozenia (np. rozréznienia
substancji draznigcych od nie draznia-
cych, ang. hazard identification). Nato-
miast ocena bezpieczenstwa (ang. risk
assessment) skfadnikow kosmetycznych
powoduje spore trudnosci.

Najwiekszy sukces odniesiono w roz-
woju metod alternatywnych stuzacych
ocenie toksycznosci miejscowej oraz dla
testéw oceniajgcych krétkoterminowe
dziatanie substancji. W wiekszosci sg to
metody polegajace na redukcji liczby
zwierzat w eksperymencie (kryterium re-
duction) oraz oparte na ich humanitar-
nym traktowaniu (kryterium refinement).
Brak jest metod alternatywnych dla
oceny efektéw dtugoterminowych sub-
stancji chemicznych oraz testow ocenia-
jacych ich wptyw na funkcjonowanie
catego organizmu. Metod alternatyw-
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nych spetniajacych kryterium replace-
ment zasady 3R, czyli catkowicie eliminu-
jacych  doswiadczenia z udziatem
zwierzat, jest zdecydowanie najmniej.
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Alternative methods and safety assessment
of cosmetic products and cosmetic ingredients

Keywords: alternative methods, safety assessment of cosmetic products

he European Commission im-

posed transition periods on

the cosmetic industry. After
their expiration, a complete ban of
animal testing of cosmetic products
and their ingredients will be in force
for the member states of the Euro-
pean Union. On 11t March of this year
a new ban went into force - a ban on
animal testing of cosmetic ingre-
dients. The prohibition of animal tes-
ting remains one of the most
controversial topics for the cosmetic
industry. The legal regulations regar-
ding animal testing and the safety as-
sessment of cosmetic products and
chemical substances are ambiguous
and difficult to interpret. Despite
many research programmes conduc-
ted in the European Union’s laborato-
ries, alternative methods for most
toxicological parameters have not yet
been approved. The article quoted
below presents alternative methods
which are useful in the safety asses-
sment of cosmetic ingredients and fi-

nished cosmetic products.
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B European Union legislation and
alternative methods

Directive 2003/15/WE, i.e. the 7" Amend-
ment to the Cosmetics Directive
76/768/WE imposed rigorous time limits
on the cosmetics industry, establishing a
ban on animal testing of cosmetics and
cosmetic ingredients (1).

1. As of September 2004:

- a ban on animal testing of finished
cosmetic products,

- a ban on animal testing of ingredi-
ents or their combination if a rele-
vant alternative method is adopted
in the Annex V to Directive
67/548/EC

2. As of March 2009:

- a ban on animal testing of cosmetic
ingredients, with the exception of
repeated-dose toxicity (chronic /
sub-chronic), toxicokinetics and re-
productive toxicity testing.

3. Asof March 2013:

- a complete ban on animal testing
of chemical substances under the
condition that relevant alternative
methods will be available.

The regulation concerning Registration,
Evaluation and Authorization of Chemi-
cals (REACH), introduced in 2007, has a
big impact on the development and val-
idation of alternative methods. The aim
of the project is to register all chemical
substances existing on the European
Union market. This initiative will surely
accelerate the development of new al-
ternative methods and the validation of
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those which are already in place, as
safety assessment is indispensable for
the registration. However, in the light of
the fact that for most toxicological pa-
rameters there are no available adequate
alternative methods, safety assessment
will continue to require animal testing.

The cosmetic industry became the pio-
neer in limiting the number of animals
used in safety assessment of chemical
substances. According to the latest Re-
port of the European Commission for the
European Council and the European Par-
liament (Brussels, 2008) on the number
and type of animals used for experimen-
tal purposes in the years 2003-2006, the
total number of animals used for safety
assessment of cosmetics has dropped
significantly. Only 8% of animals used for
experimental purposes are involved in
toxicological assessment of chemical
substances, out of which only 0.5% con-
stitute cosmetics' safety assessment (2).

nnected most often to the information
about novelties, competitors'activity etc,
and enables relatively fast reaction to the
changing market situation. At present
we should adopt the other way of un-
derstanding this term - the access to the
information should enable to overtake
the competitors’ activity, especially full
innovation in a scope of formulation of
cosmetics and modern conceptions of
their activity.

B Alternative methods - definition
The definition of alternative methods

was brought forward in 1959 by William
Russel and Rex Burch, members of the
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British organisation Universities Federa-
tion for Animal Welfare. With the objec-
tive of assuring humanitarian treatment
of animals participating in scientific re-
search, they introduced the principle of
“3R": reduction, refinement and replace-
ment.

Reduction means planning research in a
way which allows for obtaining credible
results while using the smallest possible
number of animals. Animal testing is
subject to continuous refinement and
development in order to ensure human-
itarian treatment of animals. The next ob-
jective is to replace experiments
involving animal testing with research
models which “do not feel” pain or with
in vitro and in silico models.

According to the above definition, alter-
native methods are not only in vitro
methods, but also the improved and
modified in vivo methods (3).

B Validation of alternative methods

The European Centre for the Validation
of Alternative Methods (ECVAM) plays a
key role in the development and valida-
tion of alternative methods within the
European Union. This organisation, es-
tablished by the European Commission
in 1992, remains the most important
source of information about alternative
methods. ECVAM acts as the point of in-
formation exchange on alternative test-
ing, coordinates co-operation between
legislators, the industry and animal rights
groups.

The website of ECVAM:
http://ecvam.jrc.it/

provides a complete list of alternative
methods: those contained in the legisla-
tion of the European Union (Part B of
Annex V to Directive 67/548/EEC), those
validated by ECVAM Scientific Advisory
Committee (ESAC) but not yet contained
in the legislation of the European Union
and methods which are under develop-
ment or in the process of validation.
Moreover, the organisation has estab-
lished a DataBase Service on Alternative
Methods (DB-ALM):
http://ecvam-dbalm.jrc.ec.europa.eu,
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where the current, detailed protocols for
alternative methods are available.

The process of development, validation
and implementation into the legislation
of a new alternative method is a long
one - it lasts approximately 6 to 8 years.
Previous experience with the implemen-
tation of alternative methods into the
legislation leads to the assumption that
the European Commission’s time limit of
the complete ban on animal testing may
not be met.

B Safety assessment
of cosmetic products
and alternative methods

According to the Cosmetics Directive
76/768/WE, the producer of a cosmetic
product is obliged to conduct a safety
assessment of the product being intro-
duced to the market. This assessment, in
line with the guidelines laid down by the
SCCP (the European Commission’s Scien-
tific Committee on Consumer Products)
should contain data on acute toxicity,
corrosive or irritant properties (to skin
and eyes), skin-sensitizing properties,
skin absorption and mutagenicity/
genotoxicity. Moreover, safety assess-
ment can include data on chronic toxic-
ity, phototoxicity, carcinogenicity,
reproductive toxicity and toxicokinetics.
Currently, it is possible to determine the
majority of the listed toxicological pa-
rameters only after the performing ani-
mal testing (1, 4-7).

B Alternative methods available
in the European Union
for regulation purposes

Until now, the European Union legisla-
tion provided for alternative methods
enabling the assessment of skin corro-
sion, phototoxicity and mutagenicity
/ genotoxicity (4-7).

Skin corrosion

Tests for skin corrosion properties are
based on 3D models of the epidermis
(EC B.40, OECD 431; EC B.40, OECD 431).
Epidermis created in in vitro conditions
retains its barrier functions and their lipid
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profile is almost identical to in vivo. The
assessment of corrosive properties is
based on cytotoxic properties with the
use of MTT colorimetric assay, involving
the reduction of tetrazolium salt by
metabolically active cells. Currently, the
use of two types of epidermis, EpiSKIN™
and EpiDerm™, has been officially ap-
proved for the purpose of this test and
other models (CORROSITEX, SkinEthic™)
are in the process of validation.

An alternative to tests using epidermis
models is the Transcutaneous Electrical
Resistance Test (TER), performed on rat
skin fragments (EC B.40, OECD 430).

Phototoxicity

Phototoxicity tests are performed on
mouse fibroblast cultures Balb/c 3T3 (EC
B.41, OECD 432). The viability of cells is
evaluated with the use of Neutral Red
Uptake (NRU) assay. Apart from photo-
toxicity tests of cosmetic substances, this
method is also applied in the assessment
of UV filters effectiveness.

Mutagenicity / genotoxicity

The assessment of gene mutations and
chromosome aberrations is possible
with the use of several alternative tests
available within the European Union leg-
islation (EC B.13/14, OECD 471; ECB.17,
OECD 476; Ec B.10, OECD 473; OECD
487). The Ames test (Salmonella ty-
phimurium bacteria) is the most often
used assay in the assessment of safety of
cosmetic products and their ingredients
(EC B.13/14, OECD 471). However, it has
been observed that in many cases the
Ames test gives a falsely positive result,
which does not correlate with the in vivo
tests'results. Therefore, in the view of the
SCCP, animal testing is still required for
mutagenicity assessment.

Moreover, the European Union has ap-
proved two other methods, where the
number of animals involved in the ex-
periment is significantly reduced -
namely, the acute toxicity test and the
sensitizing properties test. According
to the alternative methods’ definition,
these methods conform to the criteria of
reduction and refinement, but they still
necessitate experiments involving ani-
mals.
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Acute toxicity

The test for acute toxicity involves a 2
week observation of the effect of admin-
istering an animal with a single dose of
the tested substance (or administering
several doses within the first 24 hours)
(EC.B1bis, OECD 420; ECB.1 tris, OECD
423; OECD 425). The parameter used for
determining acute toxicity is the LD,
lethal dose, i.e. a dose of the substance
which causes death in 50% of the ani-
mals. The standard way to determine the
LDs, was to administer different doses of
a substance to six or seven groups of 20
animals each. Currently, the method
used is one of sequential administration
of the dose, requiring the participation
of an average of 16 animals. However,
the ECVAM is in the process of validating
a test which would allow for reducing
the number of animals to 6.

Skin sensitization

Skin-sensitizing properties are deter-
mined by assessing the rate of prolifera-
tion of lymphocytes with the incorpora-
tion of *H thymidine into the DNA -
Local Lymph Node Assay (LLNA) (EC B42,
OECD 429). Although the LLNA assay is
still performed on animals, the refine-
ment of this method has allowed for a
significant reduction of their number.

B Alternative methods validated by
the ECVAM Scientific Advisory
Committee (ESAC), but not yet
contained in the European Union
legislation

These methods include: tests for skin ir-
ritating properties, the assessment of
in vitro dermal absorption as well as
the assessment of genotoxic and embry-
otoxic properties.

Skin irritation

Tests for skin irritating properties are per-
formed, similarly to corrosive substances
tests, on models of the epidermis. The
testing for irritating properties of chem-
ical substances and finished cosmetic
products is also based on the assess-
ment of cytotoxic action on the epider-
mal cells (MTT assay). The differences
between the tests lie in the duration of a
model’s exposition to the substance and
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the time after which the assessment is
made. The sensitivity of a skin irritation
test can be increased by labelling the se-
cretion of one of the mediators of inflam-
matory reaction of interleukin Ta.

Until now, the EpiSKIN™, EpiDerm™ and
SkinEthic™ models have been validated
by ESAC.

Dermal absorption

In order to assess dermal absorption of
chemical substances, the perfusion
model is used (Franz chamber). The us-
ability of slices of animal and human skin
as well as 3D models is tested with the
use of a chemical substance labelled ra-
dioactively or with fluorescence (OECD
428).

B Methods in the process
of development and validation:

Until now, there are no approved alter-
native methods for: eye irritation, chronic
toxicity, carcinogenicty, reproductive
toxicity and toxicokinetics (4-7).

Eye irritation

Several tests enabling the assessment of
eye irritation are currently being devel-
oped and validated. Although none of
these methods are contained in the Eu-
ropean Union legislation yet, they are
often applied in the cosmetic industry
and their use is accepted in the Euro-
pean Union.

The methods in question are based on
the use of an isolated cornea (of ox, rab-
bit, chicken) originating from a material
obtained from a slaughterhouse. The
analysis of corneal damage consists of
measuring light transmission by the
cornea. The chemical substance is
marked with fluorescent labels.

On top of the above-mentioned ex vivo
methods, popular tests include the HET-
CAM assay — Hen's Egg Test on the
Chorio-Allantoic Membrane, assessing
the morphology of the chorio-allantoic
membrane - lysis, coagulation and the
condition of blood vessels.

These tests provide reliable results for
strongly irritating substances, however in
the case of weak irritating potential it is
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necessary to perform additional tests
with the participation of animals.

Moreover, the use of a 3D model of the
cornea (EpiOcular™) and (Q)SAR com-
puter analysis (Quantitative Structure-
Activity Relationship) in the assessment
of eye irritating properties is currently
being researched.

Alternative methods for chronic toxic-
ity, carcinogenicity, reproductive tox-
icity and toxicokinetics have not been
approved yet. Although studies in these
areas (financed from different sources)
are in progress in the laboratories of the
European Union, it is clear that their re-
sults will not be known in 2013.

A series of other methods, already meet-
ing one of the 3R principles, are under
development but still require the use of
experimental animals - including acute
toxicity assessment (routes of delivery:
oral, inhalation and dermal), skin-sensi-
tizing properties. A good example is the
work in progress on the replacing of the
LLNA assay performed on mice. ECVAM
is in the process of validating an in vitro
test with the use of dendritic cells (analy-
sis of CD86 expression of the activation
marker of these cells) and methods
using computer modelling (DEREK, CASE
programmes). It is estimated that the re-
sults of these studies will be available
after 2010.

B Summary

During the last decade there was a sig-
nificant progress in the development
and validation of alternative methods
aimed at assessing the safety of chemical
substances, including substances used in
the production of cosmetic products.
Today these methods are applied mainly
in hazard identification (for example, the
distinction between irritating and non-
irritating substances). On the other hand,
the risk assessment of cosmetic ingredi-
ents causes substantial difficulties.

The biggest success was achieved in the
development of alternative methods
aimed at assessing local toxicity and
short-term substance activity. In major-
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ity, these methods are based on the re- (6) SCCP/1111/07: Memorandum on Actual

duction of the number of animals used Status of Alternative Methods on the
in an experiment (reduction criterion) Use of Experimental Animals in the Sa- *Authors address:
and on their humanitarian treatment (re- fety Assessment of Cosmetic Ingredients Karolina Bazel
; e ; . arolina Bazela,
finement criterion). There is a lack of alter in the European Union, 19 June 2007
native methods to be used in the Centrum Naukowo-Badawcze
- rlrena Eri
assessment of the long-term effects of -, ¢-p 611 Ravision: The SCCP'S Notes of DrIrena Eris,
chemical substances or in tests assessing ) . :
S S Guidance for the Testing of Cosmetic In-
their impact on the functioning of the di d their Safety Evaluation. | ul. Putawska 107A,
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December 2006 !

POLAND
Alternative methods meeting the re-

placement criterion of the 3R principle -
thus completely eliminating experi-
ments with the use of animal testing -
are the fewest in number.
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