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REGULAMENTO (CE) N.° 440/2008 DA COMISSAO
de 30 de Maio de 2008

que estabelece métodos de ensaio nos termos do Regulamento (CE)

n.° 1907/2006 do Parlamento Europeu e do Conselho relativo ao

registo, avaliacio, autorizacio e restricio de substincias quimicas
(REACH)

(Texto relevante para efeitos do EEE)

Artigo 1.°

Os métodos de ensaio a aplicar para os fins do Regulamento (CE)
n.° 1907/2006 sdo os estabelecidos no anexo do presente regulamento.

Artigo 2.°

A Comissdo reexaminara, quando pertinente, os métodos de ensaio
constantes do presente regulamento, com o objectivo de substituir, re-
duzir ou aperfeicoar os ensaios com vertebrados.

Artigo 3.°

Todas as referéncias ao anexo V da Directiva 67/548/CEE devem
entender-se como referéncias ao presente regulamento.

Artigo 4.°

O presente regulamento entra em vigor no dia seguinte ao da sua
publicagdo no Jornal Oficial da Unido Europeia.

E aplicavel a partir de 1 de Junho de 2008.
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ANEXO

Nota:

Antes de utilizar um dos seguintes métodos de ensaio para testar uma substancia
multicomponentes (SMC), uma substincia de composi¢do desconhecida ou va-
riavel, produto de reacdo complexo ou matéria biolégica (DVCB) ou uma mis-
tura, caso o método de ensaio em causa ndo especifique a sua aplicabilidade ao
ensaio de SMC, DVCB ou misturas, deve ponderar-se se 0 mesmo ¢ adequado a
finalidade regulamentar pretendida.

Se o método de ensaio for utilizado para testar uma SMC, DVCB ou mistura,
devem fornecer-se dados suficientes sobre a composi¢do desta, nomeadamente a
identidade quimica dos seus componentes, a ocorréncia quantitativa destes e as
principais propriedades dos componentes.

PARTE 0

METODOS DE ENSAIO INTERNACIONAIS RECONHECIDOS COMO

ADEQUADOS PARA PRODUZIR INFORMACOES SOBRE AS

PROPRIEDADES INTRINSECAS DAS SUBSTANCIAS PARA EFEITOS
DO REGULAMENTO (CE) N.° 1907/2006

YMI10
QUADRO 1: METODOS DE ENSAIO PARA A DETERMINACAO DAS PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS
DAS SUBSTANCIAS

Propriedades fisico-quimicas de base

Capitulo correspondente na parte A
do presente anexo, que contém a
descricdo completa do método de

ensaio (os nimeros entre parénteses

Pardmetro Método de ensaio indicam que a descri¢do completa do

método de ensaio foi suprimida da

parte A; célula vazia: nenhum mé-
todo de ensaio correspondente na
parte A do presente anexo)

Ponto de fusdo/ponto de [ OECD Test Guideline 102: Melting Point/Melting | A.1
congelacdo Range (1995)

ASTM D4359-90: Standard Test Method for Determi-
ning whether a Material Is a Liquid or a Solid

Ensaio para a determinagdo da fluidez previsto no
ponto 2.3.4 do anexo A do Acordo relativo ao Trans-
porte Internacional de Mercadorias Perigosas por
Estrada (ADR)

Ponto de ebulicao OECD Test Guideline 103: Boiling point (1995) A2

Métodos de ensaio previstos na parte 2, quadro 2.6.4,
do anexo I do Regulamento (CE) n.° 1272/2008

Inflamabilidade EN 15188:2020 — Determination of the spontaneous
ignition behaviour of dust accumulations

Limite superior e inferior | Métodos de ensaio previstos na parte 2, ponto 2.2.4.1,
de explosividade do anexo I do Regulamento (CE) n.° 1272/2008 (ISO
10156 e EN 1839)

Ponto de inflamacao Métodos de ensaio previstos na parte 2, quadro 2.6.3,
do anexo I do Regulamento (CE) n.° 1272/2008
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Propriedades fisico-quimicas de base

Parametro

Método de ensaio

Capitulo correspondente na parte A
do presente anexo, que contém a
descricdo completa do método de

ensaio (os nimeros entre parénteses

indicam que a descri¢do completa do
método de ensaio foi suprimida da
parte A; célula vazia: nenhum mé-
todo de ensaio correspondente na
parte A do presente anexo)

Temperatura de autoigni-
¢ao (liquidos, gases)

ISO/IEC 80079-20-1:2017 — Explosive atmospheres
— Part 20-1: Material characteristics for gas and vapour
classification — Test methods and data

Temperatura de decompo-
si¢do

Métodos de ensaio calorimétricos previstos na parte 11,
ponto 20.3.3.3, do Manual of Tests and Criteria das
Nagoes Unidas

Parte II, ponto 28 (relativo a temperatura de decompo-
si¢do acelerada — SADT), Test Series H, do Manual of
Tests and Criteria das Nagdes Unidas (referéncia a um
caso especifico)

pH

OECD Test Guideline 122: Determination of pH, Aci-
dity and Alkalinity (2013)

Viscosidade cinematica

OECD Test Guideline 114: Viscosity of Liquids (2012)

Hidrossolubilidade OECD Test Guideline 105: Water Solubility (1995) A.6
Coeficiente de parti¢ao OECD Test Guideline 107: Partition Coefficient (n-oc- | (A.8)
n-octanol/agua tanol/water): Shake-Flask Method (1995)

OECD Test Guideline 123: Partition Coefficient (1-Oc- | A.23

tanol/Water): Slow-Stirring Method (2022)

OECD Test Guideline 117: Partition Coefficient (n-oc- | A.24

tanol/water): HPLC Method (2022)
Pressdo de vapor OECD Test Guideline 104: Vapour Pressure (2006) (A4)
Densidade/densidade rela- [ OECD Test Guideline 109: Density of Liquids and So- | (A.3)
tiva lids (2012)

DIN 66137-2 — Determination of solid state density —

Part 2: Gas pycnometry

ISO 12154 — Determination of density by volumetric

displacement — Skeleton density by gas pycnometry
Caracteristicas das parti- | Método de ensaio UE A.22. Diametro médio ponderado | A.22

culas

em fungdo do comprimento de fibras

ISO 21501 — Determination of Particle Size Distribu-
tion — Single Particle Light Interaction Methods

OECD Test Guideline 124: Determination of the Vo-
lume Specific Surface Area of Manufactured Nanoma-
terials (2022)

OECD Test Guideline 125: Particle Size and Particle
Size Distribution of Nanomaterials (2023)

ISO/TR 14187:2020 — Surface chemical analysis
—Characterization of nanostructured materials
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YM10

Propriedades fisico-quimicas de base

Parametro

Método de ensaio

Capitulo correspondente na parte A
do presente anexo, que contém a
descricdo completa do método de

ensaio (os nimeros entre parénteses

indicam que a descri¢do completa do
método de ensaio foi suprimida da
parte A; célula vazia: nenhum mé-
todo de ensaio correspondente na
parte A do presente anexo)

Pulveruléncia (para nano-
formas de uma substancia)

EN 17199-1:2019 — Workplace exposure — Measure-
ment of dustiness of bulk materials that contain or re-
lease respirable NOAA and other respirable particles

EN 15051-1: Workplace exposure — Measurement of
the dustiness of bulk materials — Part 1: Requirements
and choice of test methods

EN 15051-2: Workplace exposure — Measurement of
the dustiness of bulk materials — Part 2: Rotating drum
method

EN 15051-3: Workplace exposure — Measurement of
the dustiness of bulk materials — Part 3: Continuous
drop method

Tensdo superficial

OECD Test Guideline 115: Surface Tension of
Aqueous Solutions (1995)

A5

Constante de dissocia¢ao

OECD Test Guideline 112: Dissociation Constants in
Water. (1981)

A25

Hidrofobicidade

OECD Test Guideline 126: Determination of the Hy-
drophobicity Index of Nanomaterials Through an Affi-
nity Measurement (2023), https://doi.org/10.1787/
/ae9c0fd1-en.

Substéancias cujas propriedades fisico-quimicas podem gerar perigos

Explosivos

Métodos de ensaio para explosivos previstos nas sec-
¢Oes 2.1.2.1 e 2.1.2.3 do anexo I, parte 2, do Regula-
mento (CE) n.° 1272/2008

Método de ensaio da UE A.14. Propriedades explosivas

A.14

Gases inflamaveis

Método de ensaio para a velocidade de combustdo fun-
damental previsto na parte 2, ponto 2.2.4.1, do anexo I
do Regulamento (CE) n.° 1272/2008

Método de ensaio para gases piroforicos previsto na
parte 2, ponto 2242, do anexo I do
Regulamento (CE) n.° 1272/2008

Método de ensaio para a instabilidade quimica previsto
na parte 2, ponto 2244, do anexo I do
Regulamento (CE) n.° 1272/2008

Gases oxidantes

Método de ensaio para gases oxidantes previsto na parte
2, ponto 2.4.4, do anexo I do Regulamento (CE)
n.° 1272/2008

Liquidos inflamaveis

Método de ensaio para a combustibilidade sustentada
previsto na parte 2, ponto 2.6.4.5, do anexo I do
Regulamento (CE) n.° 1272/2008

Métodos de ensaio para o ponto de inflamacdo de li-
quidos inflamaveis previstos na parte 2, ponto 2.6.4.4,
do anexo I, do Regulamento (CE) n.° 1272/2008
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Propriedades fisico-quimicas de base

Parametro

Método de ensaio

Capitulo correspondente na parte A
do presente anexo, que contém a
descricdo completa do método de

ensaio (os nimeros entre parénteses

indicam que a descri¢do completa do
método de ensaio foi suprimida da
parte A; célula vazia: nenhum mé-
todo de ensaio correspondente na
parte A do presente anexo)

Sélidos inflamaveis

Métodos de ensaio previstos na parte 2, ponto 2.7.2.3,
do anexo I do Regulamento (CE) n.° 1272/2008

Substancias autorreativas

Método de ensaio para substancias autorreativas pre-
visto na parte 2, ponto 2.8.4.1, do anexo I do
Regulamento (CE) n.° 1272/2008

Liquidos piroféricos

Método de ensaio para liquidos piroforicos previsto na
parte 2, ponto 2.9.2.1, do anexo I do Regulamento (CE)
n.° 1272/2008

Solidos piroforicos

Método de ensaio para sélidos piroféricos previsto na
parte 2, ponto 2.10.2.1, do anexo I do
Regulamento (CE) n.° 1272/2008

Substancias suscetiveis de
autoaquecimento

Método de ensaio para substancias suscetiveis de autoa-
quecimento previsto na parte 2, ponto 2.11.2.2, do
anexo I do Regulamento (CE) n.° 1272/2008

Substancias que, em con-
tacto com a agua, libertam
gases inflamaveis

Método de ensaio para substincias que, em contacto
com a agua, emitem gases inflamaveis previsto na parte
2, ponto 2.12.2.1, do anexo I do Regulamento (CE)
n.° 1272/2008

Liquidos oxidantes

Método de ensaio para liquidos oxidantes previsto na
parte 2, ponto 2.13.2.1, do anexo 1 do
Regulamento (CE) n.° 1272/2008

Sélidos oxidantes

Método de ensaio para solidos oxidantes previsto na
parte 2, ponto 2.142.1, do anexo I do
Regulamento (CE) n.° 1272/2008

Peroxidos orgéanicos

Métodos de ensaio previstos na parte 2, ponto 2.15.4.1,
do anexo I do Regulamento (CE) n.° 1272/2008

Substancias corrosivas

para os metais

Método de ensaio para substdncias corrosivas para os
metais previsto na parte 2, ponto 2.16.2.1, do anexo I
do Regulamento (CE) n.° 1272/2008

Explosivos dessensibiliza-
dos

Métodos de ensaio previstos na parte 2, ponto 2.17.2.1,
alineas b) e c¢), e ponto 2.17.2.2 do anexo I do
Regulamento (CE) n.° 1272/2008

Propriedades de polimeros

OECD Test Guideline 118: Determination of the
Number-Average Molecular Weight and the Molecular
Weight Distribution of Polymers using Gel Permeation
Chromatography (1996)

OECD Test Guideline 119: Determination of the Low
Molecular Weight Content of a Polymer Using Gel
Permeation Chromatography (1996)

A.19

OECD Test Guideline 120: Solution/Extraction Beha-
viour of Polymers in Water (2000)

(A.20)
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VYM10

QUADRO 2: METODOS DE ENSAIO PARA A DETERMINACAO DAS PROPRIEDADES TOXICOLOGICAS

Parametro

Método de ensaio

Capitulo correspondente na parte B
do presente anexo, que contém a
descricdo completa do método de

ensaio (os nimeros entre parénteses

indicam que um capitulo, contendo a
descricdo completa do método de
ensaio, foi suprimido da parte B;

célula vazia: nenhum método de en-
saio correspondente na parte B do

presente anexo)

Corrosao/irritagdo cutdnea

In vitro:

OECD Test Guideline 430: In Vitro Skin Corrosion:
Transcutaneous Electrical Resistance Test
Method (TER) (2015)

B.40

OECD Test Guideline 431: In Vitro Skin Corrosion:
Reconstructed Human Epidermis (RhE) Test Method
(2019)

(B.40.4)

OECD Test Guideline 435: In Vitro Membrane Barrier
Test Method for Skin Corrosion (2015)

B.65

OECD Test Guideline 439: In Vitro Skin Irritation:
Reconstructed Human Epidermis Test Method (2021)

(B.46)

In vivo:

OECD Test Guideline 404: Acute Dermal Irritation/
/Corrosion (2015)

B.4

Lesdes oculares graves/ir-
ritagdo ocular

In vitro:

OECD Test Guideline 437: Bovine Corneal Opacity
and Permeability Test Method for Identifying i) Chemi-
cals Inducing Serious Eye Damage and ii) Chemicals
Not Requiring Classification for Eye Irritation or Se-
rious Eye Damage (2023)

(B.47)

OECD Test Guideline 438: Isolated Chicken Eye Test
Method for Identifying i) Chemicals Inducing Serious
Eye Damage and ii) Chemicals Not Requiring Classifi-
cation for Eye Irritation or Serious Eye Damage (2023)

(B.48)

OECD Test Guideline 460: Fluorescein Leakage Test
Method for Identifying Ocular Corrosives and Severe
Irritants (2023)

(B.61)

OECD Test Guideline 491: Short Time Exposure In
Vitro Test Method for Identifying i) Chemicals Indu-
cing Serious Eye Damage and ii) Chemicals Not Re-
quiring Classification for Eye Irritation or Serious Eye
Damage (2023)

(B.68)

OECD Test Guideline 492: Reconstructed Human
Cornea-Like Epithelium (RhCE) Test Method for Iden-
tifying Chemicals Not Requiring Classification and La-
belling for Eye Irritation or Serious Eye Damage (2023)

(B.69)

OECD Test Guideline 492B: Reconstructed Human
Cornea-like Epithelium (RHCE) Test Method for Eye
Hazard Identification (2022)
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YM10

Parametro

Método de ensaio

Capitulo correspondente na parte B
do presente anexo, que contém a
descricao completa do método de

ensaio (os nimeros entre parénteses

indicam que um capitulo, contendo a
descricdo completa do método de
ensaio, foi suprimido da parte B;

célula vazia: nenhum método de en-
saio correspondente na parte B do

presente anexo)

OECD Test Guideline 494: Vitrigel-Eye Irritancy Test
Method for Identifying Chemicals Not Requiring Clas-
sification and Labelling for Eye Irritation or Serious
Eye Damage (2021)

OECD Test Guideline 496: In Vitro Macromolecular
Test Method for Identifying Chemicals Inducing Se-
rious Eye Damage and Chemicals Not Requiring Clas-
sification for Eye Irritation or Serious Eye Damage
(2023)

OECD Test Guideline 467: Defined Approaches for
Serious Eye Damage and Eye Irritation (2022)

In vivo:

OECD Test Guideline 405: Acute Eye Irritation/Corro-
sion (2023)

(B.5)

Sensibilizagdo cutanea

»M10 In vitro: 4

»M10 OECD Test Guideline 442C: In Chemico Skin
Sensitisation Assays addressing the Adverse Outcome
Pathway key event on covalent binding to proteins
(2023) «

»M10 (B.59) «

»M10 OECD Test Guideline 442D: In Vitro Skin
Sensitisation Assays Addressing the AOP Key Event
on Keratinocyte Activation (2022) «

> M10 (B.60) <

»M10 OECD Test Guideline 442E: In Vitro Skin
Sensitisation: /n Vitro Skin Sensitisation Assays Ad-
dressing the Key Event on Activation of Dendritic Cells
on the Adverse Outcome Pathway for Skin Sensitisation
(2023) «

»M10 (B.71) <«

»M10 OECD Test Guideline 497: Defined Approa-
ches on Skin Sensitisation (2023) <«

In vivo:

OECD Test Guideline 429: Skin Sensitisation - Local | B.42

Lymph Node Assay (2010)

OECD Test Guideline 442A: Skin Sensitisation - Local | B.50

Lymph Node Assay: DA (2010)

OECD Test Guideline 442B: Skin Sensitisation - Local | (B.51)
Lymph Node Assay: BrdU-ELISA or -FCM (2018)

OECD Test Guideline 406: Skin Sensitisation Guinea | (B.6)

Pig
Maximisation Test and Buehler Test (2022)
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Capitulo correspondente na parte B
do presente anexo, que contém a
descricao completa do método de

ensaio (os nimeros entre parénteses

indicam que um capitulo, contendo a

Pardmetro Meétodo de ensaio descricdo completa do método de
ensaio, foi suprimido da parte B;
célula vazia: nenhum método de en-
saio correspondente na parte B do
presente anexo)
Mutagenicidade In vitro:
OECD Test Guideline 471: Bacterial Reverse Mutation | (B.13/14)
Test (2020)
OECD Test Guideline 476: In Vitro Mammalian Cell | (B.17)
Gene Mutation Test Using the Hprt and xprt Genes
(2016)
OECD Test Guideline 490: In Vitro Mammalian Cell | B.67
Gene Mutation Tests Using the Thymidine Kinase Gene
(2016)
OECD Test Guideline 473: In vitro Mammalian Chro- | B.10

mosome Aberration Test (2016)

»M10 OECD Test Guideline 487: In vitro Mammalian
Cell Micronucleus Test (2023) «

> M10 (B.49) <«

In vivo:

OECD Test Guideline 475: Mammalian Bone Marrow
Chromosome Aberration Test (2016)

OECD Test Guideline 474: Mammalian Erythrocyte
Micronucleus Test (2016)

B.12

OECD Test Guideline 483: Mammalian Spermatogonial
Chromosome Aberration Test (2016)

B.23

OECD Test Guideline 488: Transgenic Rodent Somatic
and Germ Cell Gene Mutation Assays (2022)

(B.58)

OECD Test Guideline 489: In Vivo Mammalian Alka-
line Comet Assay (2016)

B.62

OECD Test Guideline 470: Mammalian Erythrocyte
Pig-a Gene mutation Assay (2022)

Toxicidade aguda

Por via oral:

OECD Test Guideline 420: Acute Oral Toxicity: Fixed
Dose Procedure (2002)

B.1.bis

OECD Test Guideline 423: Acute Oral Toxicity: Acute
Toxic Class Method (2002)

B.1.tris

OECD Test Guideline 425: Acute Oral Toxicity:
Up-and-Down Procedure (2022)

Por via cutanea:

OECD Test Guideline 402: Acute Dermal Toxicity -
Fixed Dose Procedure (2017)

(B.3)

Por inalag3o:

OECD Test Guideline 403: Acute Inhalation Toxicity
(2009)

B.2

OECD Test Guideline 436: Acute Inhalation Toxicity -
Acute Toxic Class Method (2009)

B.52

OECD Test Guideline 433: Acute Inhalation Toxicity:
Fixed Concentration Procedure (2018)
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Parametro

Método de ensaio

Capitulo correspondente na parte B
do presente anexo, que contém a
descricao completa do método de

ensaio (os nimeros entre parénteses

indicam que um capitulo, contendo a
descricdo completa do método de
ensaio, foi suprimido da parte B;

célula vazia: nenhum método de en-
saio correspondente na parte B do

presente anexo)

Toxicidade por dose repe- | OECD Test Guideline 407: Repeated Dose 28-Day Oral | B.7
tida Toxicity Study in Rodents (2008)
OECD Test Guideline 412: Subacute Inhalation Toxi- | (B.8)
city: 28-Day Study (2018)
OECD Test Guideline 410: Repeated Dose Dermal To- | B.9
xicity: 21/28-Day Study (1981)
OECD Test Guideline 422: Combined Repeated Dose | B.64
Toxicity Study with the Reproduction/Developmental
Toxicity Screening Test (2016)
OECD Test Guideline 408: Repeated Dose 90-Day Oral | (B.26)
Toxicity Study in Rodents (2018)
OECD Test Guideline 409: Repeated Dose 90-Day Oral | B.27
Toxicity Study in Non-Rodents (1998)
OECD Test Guideline 413: Subchronic Inhalation To- | (B.29)
xicity: 90-Day Study (2018)
OECD Test Guideline 411: Subchronic Dermal Toxi- | B.28
city: 90-Day Study (1981)
OECD Test Guideline 452: Chronic Toxicity Studies | (B.30)
(2018)
OECD Test Guideline 453: Combined Chronic Toxi- | (B.33)
city/Carcinogenicity Studies (2018)
Toxicidade na reprodu- | OECD Test Guideline 443: Extended One-Generation | (B.56)
¢do/no desenvolvimento Reproduction Toxicity Study (2018)
OECD Test Guideline 421: Reproduction/Developmen- | B.63
tal Toxicity Screening Test (2016)
OECD Test Guideline 422: Combined Repeated Dose | B.64
Toxicity Study with the Reproduction/Developmental
Toxicity Screening Test (2016)
OECD Test Guideline 414: Prenatal Developmental To- | (B.31)
xicity Study (2018)
Toxicocinética OECD Test Guideline 417: Toxicokinetics (2010) B.36
OECD Test Guideline 428: Skin Absorption: In Vitro | B.45
Method (2004)
OECD Test Guideline 427: Skin Absorption: In Vivo | B.44

Method (2004)
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Capitulo correspondente na parte B
do presente anexo, que contém a
descricao completa do método de

ensaio (os nimeros entre parénteses

indicam que um capitulo, contendo a

Parametro Método de ensaio . .
descricdo completa do método de
ensaio, foi suprimido da parte B;
célula vazia: nenhum método de en-
saio correspondente na parte B do
presente anexo)
Carcinogenicidade OECD Test Guideline 451: Carcinogenicity Studies | (B.32)
(2018)
OECD Test Guideline 453: Combined Chronic Toxi- | (B.33)
city/Carcinogenicity Studies (2018)
EU test method B.21. In Vitro Mammalian Cell Trans- | B.21
formation Test
Neurotoxicidade (para o | OECD Test Guideline 424: Neurotoxicity Study in Ro- | B.43
desenvolvimento) dents (1997)
OECD Test Guideline 426: Developmental Neurotoxi- | B.53
city Study (2007)
OECD Test Guideline 418: Delayed Neurotoxicity of | B.37
Organophosphorus Substances Following Acute Expo-
sure (1995)
OECD Test Guideline 419: Delayed Neurotoxicity of | B.38
Organophosphorus Substances: 28-day Repeated Dose
Study (1995)
Propriedades desregulado- | In vitro:
ras do sistema endocrino
OECD Test Guideline 455: Performance-Based Test | (B.66)

Guideline for Stably Transfected Transactivation In Vi-
tro Assays to Detect Estrogen Receptor Agonists and
Antagonistsals (2021)

»M10 OECD Test Guideline 456: H295R Steroidoge-
nesis Assay (2023) <«

»M10 (B.57) <

»M10 OECD Test Guideline 458: Stably Transfected
Human Androgen Receptor Transcriptional Activation
Assay for Detection of Androgenic Agonist and Anta-
gonist Activity of Chemicals (2023) <«

OECD Test Guideline 493: Performance-Based Test
Guideline for Human Recombinant Estrogen Receptor
(hrER) In Vitro Assays to Detect Chemicals with ER
Binding Affinity (2015)

B.70

In vivo:

OECD Test Guideline 440: Uterotrophic Bioassay in
Rodents, A Short-term Screening Test for Oestrogenic
Properties (2007)

B.54

OECD Test Guideline 441: Hershberger Bioassay in
Rats, A Short-term Screening Assay for (Anti)Androge-
nic Properties (2009)

B.55
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YM9
Capitulo correspondente na parte B
do presente anexo, que contém a
descricao completa do método de
ensaio (os nimeros entre parénteses
Parametro Método de ensaio indicam 9“6 um capitulo, C,Omendo a
descricdo completa do método de
ensaio, foi suprimido da parte B;
célula vazia: nenhum método de en-
saio correspondente na parte B do
presente anexo)
Fototoxicidade OECD Test Guideline 432: In Vitro 3T3 NRU Photo- | (B.41)
toxicity Test (2019)
OECD Test Guideline 495: Ros (Reactive Oxygen Spe-
cies) Assay for Photoreactivity (2019)
»M10 OECD Test Guideline 498: In Vitro Phototoxi-
city Reconstructed Human Epidermis Phototoxicity test
method (2023) «
VYM10
Imunotoxicidade OECD Test Guideline 444 A: In vitro immunotoxicity
IL-2 Luc assay (2023)
VM9

QUADRO 3: METODOS DE ENSAIO PARA A DETERMINACAO DAS PROPRIEDADES ECOTOXICOLOGICAS

Parametro

Método de ensaio

Capitulo correspondente na parte C
do presente anexo, que contém a
descricdo completa do método de

ensaio (os nimeros entre parénteses

indicam que um capitulo, contendo a
descricdo completa do método de
ensaio, foi suprimido da parte C;

célula vazia: nenhum método de en-
saio correspondente na parte C do

presente anexo)

Toxicidade em meio aqua-
tico

OECD Test Guideline 201: Freshwater Alga and Cya- | C.3
nobacteria, Growth Inhibition Test (2011)

OECD Test Guideline 209: Activated Sludge, Respira- | C.11
tion Inhibition Test (Carbon and Ammonium Oxida-

tion) (2010)

OECD Test Guideline 224: Determination of the Inhi- | C.34
bition of the Activity of Anaerobic Bacteria (2007)

OECD Test Guideline 244: Protozoan Activated Sludge
Inhibition Test (2017)

OECD Test Guideline 221: Lemna sp. Growth Inhibi- [ C.26
tion Test (2006)

OECD Test Guideline 202: Daphnia sp. Acute Immo- [ C.2
bilisation Test (2004)

OECD Test Guideline 211: Daphnia magna Reproduc- | C.20
tion Test (2012)

OECD Test Guideline 203: Fish, Acute Toxicity Test | (C.1)
(2019)

OECD Test Guideline 210: Fish, Early-life Stage Toxi- | C.47
city Test (2013)

OECD Test Guideline 215: Fish, Juvenile Growth Test | C.14

(2000)
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Capitulo correspondente na parte C
do presente anexo, que contém a
descricao completa do método de

ensaio (os nimeros entre parénteses

indicam que um capitulo, contendo a

Parametro Método de ensaio . .
descricdo completa do método de
ensaio, foi suprimido da parte C;
célula vazia: nenhum método de en-
saio correspondente na parte C do
presente anexo)
OECD Test Guideline 236: Fish Embryo Acute | C.49
Toxicity (FET) Test (2013)
OECD Test Guideline 249: Fish Cell Line Acute Toxi-
city - the RTgill-W1 Cell Line Assay (2021)
OECD Test Guideline 242: Potamopyrgus antipodarum
Reproduction Test (2016)
OECD Test Guideline 243: Lymnaea stagnalis Repro-
duction Test (2016)
Degradagao OECD Test Guideline 111: Hydrolysis as a Function of | C.7
pH (2004)
OECD Test Guideline 301: Ready Biodegradability | C.4
(1992)
OECD Test Guideline 302A: Inherent Biodegradability: | C.12
Modified SCAS Test (1981)
OECD Test Guideline 302B: Inherent Biodegradability: | (C.9)
Zahn-Wellens/EMPA Test (1992)
OECD Test Guideline 302C: Inherent Biodegradability:
Modified MITI Test (II) (2009)
OECD Test Guideline 303: Simulation Test - Aerobic | C.10
Sewage Treatment — A: Activated Sludge Units; B:
Biofilms (2001)
OECD Test Guideline 304A: Inherent Biodegradability
in Soil (1981)
OECD Test Guideline 306: Biodegradability in Seawa- | C.42
ter (1992)
OECD Test Guideline 307: Aerobic and Anaerobic | C.23
Transformation in Soil (2002)
OECD Test Guideline 308: Aerobic and Anaerobic | C.24
Transformation in Aquatic Sediment Systems (2002)
OECD Test Guideline 309: Aerobic Mineralisation in [ C.25
Surface Water — Simulation Biodegradation Test (2004)
OECD Test Guideline 310: Ready Biodegradability - | C.29
CO, in sealed vessels (Headspace Test) (2014)
OECD Test Guideline 311: Anaerobic Biodegradability | C.43

of Organic Compounds in Digested Sludge: by Measu-
rement of Gas Production (2006)
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Parametro

Método de ensaio

Capitulo correspondente na parte C
do presente anexo, que contém a
descricao completa do método de

ensaio (os nimeros entre parénteses

indicam que um capitulo, contendo a
descricdo completa do método de
ensaio, foi suprimido da parte C;

célula vazia: nenhum método de en-
saio correspondente na parte C do

presente anexo)

OECD Test Guideline 314: Simulation Tests to Assess
the Biodegradability of Chemicals Discharged in Was-
tewater (2008)

»M10 OECD Test Guideline 316: Phototransforma-
tion of Chemicals in Water — Direct Photolysis
(2023) <«

EU test method C.5. Degradation — Biochemical Oxy-
gen Demand

CS5

EU test method C.6. Degradation — Chemical Oxygen
Demand

C.6

Destino e comportamento
no ambiente

OECD Test Guideline 305: Bioaccumulation in Fish:
Aqueous and Dietary Exposure (2012)

C.13

OECD Test Guideline 315: Bioaccumulation in
Sediment-Dwelling Benthic Oligochaetes (2008)

C.46

OECD Test Guideline 317: Bioaccumulation in Terres-
trial Oligochaetes (2010)

C.30

OECD Test Guideline 318: Dispersion Stability of Na-
nomaterials in Simulated Environmental Media (2017)

OECD Test Guideline 121: Estimation of the Adsorp-
tion Coefficient (Koc) on Soil and on Sewage Sludge
using High Performance Liquid Chromatography
(HPLC) (2001)

C.19

OECD Test Guideline 106: Adsorption - Desorption
Using a Batch Equilibrium Method (2000)

C.18

OECD Test Guideline 312: Leaching in Soil Columns
(2004)

C.44

OECD Test Guideline 313: Estimation of Emissions
from Preservative - Treated Wood to the Environment
(2007)

C45

OECD Test Guideline 319A: Determination of In Vitro
Intrinsic Clearance Using Cryopreserved Rainbow
Trout Hepatocytes (RT-HEP) (2018)

OECD Test Guideline 319B: Determination of In Vitro
Intrinsic Clearance Using Rainbow Trout Liver S9
Sub-Cellular Fraction (RT-S9) (2018)

OECD Test Guideline 320: Anaerobic Transformation
of Chemicals in Liquid Manure (2022)




02008R0440 — PT — 14.10.2024 — 010.001 — 15

Parametro

Método de ensaio

Capitulo correspondente na parte C
do presente anexo, que contém a
descricao completa do método de

ensaio (os nimeros entre parénteses

indicam que um capitulo, contendo a
descricdo completa do método de
ensaio, foi suprimido da parte C;

célula vazia: nenhum método de en-
saio correspondente na parte C do

presente anexo)

Efeitos nos organismos
terrestres

OECD Test Guideline 216: Soil Microorganisms: Ni- | C.21
trogen Transformation Test (2000)

OECD Test Guideline 217: Soil Microorganisms: Car- | C.22
bon Transformation Test (2000)

OECD Test Guideline 207: Earthworm, Acute Toxicity | C.8
Tests (1984)

OECD Test Guideline 222: Earthworm Reproduction | (C.33)
Test (Eisenia fetida/Eisenia andrei) (2016)

OECD Test Guideline 220: Enchytraeid Reproduction | (C.32)
Test (2016)

OECD Test Guideline 226: Predatory Mite (Hypoaspis | (C.36)
(Geolaelaps) aculeifer) Reproduction Test in Soil

(2016)

OECD Test Guideline 232: Collembolan Reproduction | (C.39)
Test in Soil (2016)

OECD Test Guideline 208: Terrestrial Plant Test: See- | C.31

dling Emergence and Seedling Growth Test (2006)

OECD Test Guideline 227: Terrestrial Plant Test: Ve-
getative Vigour Test (2006)

Efeitos nos organismos
dos sedimentos

»M10 OECD Test Guideline 218: Sediment-Water
Lumbriculus Toxicity Test Using Spiked Sediment
(2023) «

> M10 (C.27) <

»M10 OECD Test Guideline 219: Sediment-Water
Chironomid Toxicity Test Using Spiked Water
(2023) «

> M10 (C.28) «

OECD Test Guideline 233: Sediment-Water Chirono-
mid Life-Cycle Toxicity Test Using Spiked Water or
Spiked Sediment (2010)

C.40

OECD Test Guideline 235: Chironomus sp., Acute Im-
mobilisation Test (2011)

OECD Test Guideline 225: Sediment-Water Lumbricu-
lus Toxicity Test Using Spiked Sediment (2007)

C.35

OECD Test Guideline 238: Sediment-Free Myriophyl-
lum spicatum Toxicity Test (2014)

C.50

OECD Test Guideline 239: Water-Sediment Myriophyi-
lum spicatum Toxicity Test (2014)
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Parametro

Método de ensaio

Capitulo correspondente na parte C
do presente anexo, que contém a
descricao completa do método de

ensaio (os nimeros entre parénteses

indicam que um capitulo, contendo a
descricdo completa do método de
ensaio, foi suprimido da parte C;

célula vazia: nenhum método de en-
saio correspondente na parte C do

presente anexo)

Efeitos nas aves

OECD Test Guideline 205: Avian Dietary Toxicity Test
(1984)

OECD Test Guideline 206: Avian Reproduction Test
(1984)

OECD Test Guideline 223: Avian Acute Oral Toxicity
Test (2016)

Efeitos nos insetos

OECD Test Guideline 213: Honeybees, Acute Oral To-
xicity Test (1998)

C.16

OECD Test Guideline 214: Honeybees, Acute Contact
Toxicity Test (1998)

C.17

OECD Test Guideline 237: Honey Bee (4pis mellifera)
Larval Toxicity Test, Single Exposure (2013)

OECD Test Guideline 245: Honey Bee (4pis mellifera
L.), Chronic Oral Toxicity Test (10-Day Feeding)
(2017)

OECD Test Guideline 246: Bumblebee, Acute Contact
Toxicity Test (2017)

OECD Test Guideline 247: Bumblebee, Acute Oral
Toxicity Test (2017)

OECD Test Guideline 228: Determination of Develop-
mental Toxicity to Dipteran Dung Flies (Scathophaga
stercoraria L. (Scathophagidae), Musca autumnalis De
Geer (Muscidae)) (2016)

Propriedades desregulado-
ras do sistema endocrino

OECD Test Guideline 230: 21-Day Fish Assay (2009)

C.37

OECD Test Guideline 229: Fish Short Term Reproduc-
tion Assay (2012)

C.48

OECD Test Guideline 231: Amphibian Metamorphosis
Assay (2009)

C.38

OECD Test Guideline 234: Fish Sexual Development
Test (2011)

C41

»M10 OECD Test Guideline 240: Medaka Extended
OneGeneration  Reproduction  Test (MEOGRT)
(2023) «

»>M10 (C.52) «

OECD Test Guideline 241: The Larval Amphibian
Growth and Development Assay (LAGDA) (2015)

C.53»

OECD Test Guideline 248: Xenopus Eleutheroembryo-
nic Thyroid Assay (XETA) (2019)

OECD Test Guideline 250: EASZY assay - Detection
of Endocrine Active Substances, Acting Through Estro-
gen Receptors, Using Transgenic tg(cyp19alb:GFP) Ze-
brafish embrYos (2021)

OECD Test Guideline 251: Rapid Androgen Disruption
Activity Reporter (RADAR) Assay (2022)
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PARTE A: METODOS PARA A DETERMINACAO DAS PROPRIEDADES

A.l.
A2.
A3.
A4.
AS.
A.6.
A8.
A9.

A.10.
A1l
A.12.
A.13.
A.14.
A.15.
A.l6.

A17.

A.18.

A.19.

A.20.

A2l
A22.

A23.

A24.

A25.

FiSICO-QUIMICAS

INDICE

TEMPERATURA DE FUSAO/CONGELACAO
TEMPERATURA DE EBULICAO

DENSIDADE RELATIVA

PRESSAO DE VAPOR

TENSAO SUPERFICIAL

SOLUBILIDADE EM AGUA

COEFICIENTE DE PARTICAO

PONTO DE INFLAMACAO

INFLAMABILIDADE (SOLIDOS)

INFLAMABILIDADE (GASES)

INFLAMABILIDADE (CONTACTO COM AGUA)
PROPRIEDADES PIROFORICAS DE SOLIDOS E LIQUIDOS
PROPRIEDADES EXPLOSIVAS

TEMPERATURA DE AUTO-IGNICAO (LIQUIDOS E GASES)

TEMPERATURA DE AUTO-IGNICAO RELATIVA PARA OS
SOLIDOS

PROPRIEDADES OXIDANTES (SOLIDOS)

MASSA MOLECULAR MEDIA EM FUNCAO DO NUMERO
DE MOLES E DISTRIBUICAO DA MASSA MOLECULAR
EM POLIMEROS

TEOR EM POLIMEROS DE BAIXA MASSA MOLECULAR

COMPORTAMENTO DOS POLIMEROS DA DISSOLUGAO/
EXTRACGAO AQUOSA

PROPRIEDADES DE COMBURENCIA (LIQUIDOS)

DIAMETRO MEDIO GEOMETRICO PONDERADO EM FUN-
CAO DO COMPRIMENTO DE FIBRAS

COEFICIENTE DE PARTICAO (I-OCTANOL/AGUA): ME-
TODO DE AGITACAO LENTA

COEFICIENTE DE PARTICAO (N-OCTANOL/AGUA): ME-
TODO POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
EFICIENCIA (HPLC)

CONSTANTES DE DISSOCIACAO EM AGUA (METODO DE
TITULACAO — METODO ESPETROFOTOMETRICO — ME-
TODO CONDUTIMETRICO)
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1.1.

1.2.

1.3.

A.l. TEMPERATURA DE FUSAO/CONGELACAO

METODO

A maior parte dos métodos descritos baseiam-se na publicacdo
«OECD Test Guideline» (1) (normas de procedimento para testes
da OCDE). Os principios fundamentais encontram-se descritos nas
referéncias (2) e (3).

INTRODUCAO

Os métodos e dispositivos descritos destinam-se a ser aplicados a
determinagdo da temperatura de fusdo de substdncias, sem quaisquer
restricdes no que diz respeito ao seu grau de pureza.

A seleccdo do método depende da natureza da substancia que se
pretende testar. Em consequéncia, o factor limitativo dependera do
facto de a substancia poder ser ou ndo ser facilmente pulverizada,
pulverizada com dificuldade, ou ndo poder ser mesmo pulverizada.

Para algumas substancias considera-se mais apropriado a determina-
¢do da temperatura de congelacdo ou de solidificagdo, tendo as nor-
mas para estas determinagdes sido englobadas também neste método.

No caso de ndo se poder medir convenientemente nenhum dos para-
metros anteriores devido a existéncia de propriedades particulares da
substancia, recomenda-se a determinagdo de um ponto de fluidez.

DEFINICOES E UNIDADES

Define-se a temperatura de fusdo como sendo a temperatura a qual
ocorre a transicdo de fase do estado solido para o estado liquido a
pressdo atmosférica, correspondendo idealmente essa temperatura a
temperatura de fuséo.

Uma vez que a transi¢do de fase de diversas substincias ocorre num
intervalo de temperaturas, associa-se-lhe frequentemente um intervalo
de fusdo.

Conversdo de unidades (K para®C)

t=T - 273,15

t:  temperatura de Celsius, graus Celsius (°C)

T: temperatura termodindmica, Kelvin (K)

SUBSTANCIAS DE REFERENCIA

Nao ¢ necessario utilizar substancias de referéncia quando se esta a
investigar uma nova substincia. Essas substincias servem essencial-
mente para verificar, de vez em quando, as caracteristicas de execu-
¢do do método e para proporcionar a comparacdo com resultados
obtidos com outros métodos.

Na referéncia (4) encontram-se enumeradas algumas substincias de
calibragao.
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1.4.

1.4.1.

1.4.1.1.

1.4.1.2.

1.4.1.3.

1.4.2.

1.4.2.1.

PRINCIPIO DO METODO DE ENSAIO

Determina-se a temperatura (intervalo de temperaturas) da transicdo
de fase do estado solido para o estado liquido ou do estado liquido
para o estado solido. Na pratica, enquanto se aquece/arrefece uma
amostra da substancia ensaiada a pressdo atmosférica, determina-se as
temperaturas da fase inicial de fusdo/congelagdo e da fase final de
fusdo/congelacdo. Descrevem-se cinco tipos de métodos, designada-
mente o método capilar, os métodos das fases quentes, as determi-
nagdes da temperatura de congelagdo, os métodos de analise térmica
e a determinagdo do ponto de fluidez (desenvolvido para os derivados
oleosos do petroleo).

Em alguns casos pode ser conveniente medir a temperatura de con-
gelagdo em vez de se medir a temperatura de fusdo.

Método capilar

Dispositivos para a determina¢do da temperatura de fusdo, com
banho liquido

Coloca-se uma pequena quantidade da substancia finamente triturada
num tubo capilar e compacta-se fortemente. Aquece-se o tubo em
simultdneo com um termoémetro e ajusta-se a subida de temperatura
para um valor inferior a 1 K/min durante a fusdo efectiva.
Determinam-se as temperaturas de fusdo inicial e final.

Dispositivos para a determinagdo da temperatura de fusdo, com
bloco metalico

Conforme descrito em 1.4.1.1, com a excepgdo de o tubo capilar e o
termometro estarem num bloco metalico aquecido e poderem ser
observados através de aberturas existentes no bloco.

Detecgdo por célula fotoeléctrica

A amostra no tubo capilar é aquecida automaticamente num cilindro
metélico. Dirige-se um feixe de luz através da substancia, passando
por uma abertura existente no cilindro, de modo a atingir uma célula
fotoeléctrica calibrada com precisdo. Quando da fusdo, as proprieda-
des opticas da maior parte das substdncias variam de opacas para
transparentes. A intensidade da luz que atinge a célula fotoeléctrica
aumenta e envia um sinal de paragem para o indicador digital, que
procede a leitura da temperatura de um termometro de resisténcia de
platina localizado na cidmara de aquecimento. Este método ndo ¢
adequado para algumas substancias fortemente coradas.

Fases quentes
Barra quente de Kofler

O método da barra quente de Kofler utiliza duas pecas metalicas de
condutividade térmica diferente, aquecidas electricamente, sendo a
barra concebida de tal modo que o gradiente de temperatura é quase
linear segundo o seu comprimento. A temperatura da barra quente
pode variar desde 283 até 573 K, existindo um dispositivo especial
de leitura da temperatura constituido por um cursor com um ponteiro
e uma escala, concebidos especificamente para a barra. No sentido de
se determinar uma temperatura de fusdo, espalha-se a substincia em
camada fina directamente sobre a superficie da barra quente. Decor-
ridos alguns segundos surge uma linha que separa as fases fluida e
solida. Lé-se a temperatura nesta linha ajustando o ponteiro sobre ela.
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1.4.2.2.

1.4.2.3.

1.4.3.

1.4.4.
1.4.4.1.

Microscopio de fusdo

Existem diferentes tipos de microscopios de placas quentes para a
determinagdo das temperaturas de fusdo, utilizando-se quantidades
muito pequenas de material. Na maior parte dos aparelhos mede-se
a temperatura com um termopar sensivel mas, por vezes, utilizam-se
termometros de mercurio. Existe um equipamento tipico para a me-
di¢do da temperatura de fusdo pelo método das placas quentes utili-
zando microscopio, o qual possui uma camara de aquecimento con-
tendo uma placa metalica, sobre a qual se coloca a amostra numa
lamina. O centro da placa metalica contém um orificio que permite a
entrada de luz proveniente do espelho de iluminagdo do microscopio.
Durante a utilizagdo o compartimento ¢ fechado com uma placa de
vidro para eliminar o ar da zona da amostra.

O aquecimento da amostra é regulado com um reodstato. Para as
medig¢des de elevada precisdo das substincias opticamente anisotro-
picas, pode utilizar-se luz polarizada.

Método do menisco

Este método ¢ utilizado especificamente para as poliamidas.

A temperatura a qual ocorre o deslocamento de um menisco de 6leo
de silicone, encerrado entre uma placa quente e um vidro de cober-
tura da amostra de poliamida testada, ¢ determinada visualmente.

Método para determinar a temperatura de congelagio

Coloca-se a amostra num tubo de ensaio especial e leva-se a um
aparelho para a determinagdo da temperatura de congelagdo.
Agita-se a amostra suave e continuamente durante o arrefecimento
e mede-se a temperatura em intervalos adequados. Logo que a tem-
peratura permanega constante durante algumas leituras considera-se
que esse valor (corrigido em fung@o do erro do termdémetro) ¢ a
temperatura de congelagdo.

Deve evitar-se o sobrearrefecimento, mantendo-se o equilibrio entre
as fases solida e liquida.

Andlise térmica
Andlise térmica diferencial (ATD)

Esta técnica regista a diferenca de temperaturas existente entre a
substdncia e um material de referéncia em fun¢do da temperatura,
enquanto a substdncia e o material de referéncia sdo submetidos ao
mesmo programa de temperatura controlada. Quando a amostra sofre
uma transi¢do que implica uma variagdo de entalpia, essa variacdo ¢
indicada por um afastamento endotérmico (fusdo) ou exotérmico
(congelagdo), relativamente a linha de referéncia do registo de
temperatura.
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1.4.4.2.

1.4.5.

1.5.

Calorimetria de exploragdo diferencial (CED)

Esta técnica regista a diferenca entre a absorcdo de energia por uma
substincia e por um material de referéncia em funcdo da temperatura,
enquanto a substidncia e o material de referéncia sdo submetidos ao
mesmo programa de temperatura controlada. Essa energia é a neces-
sdria para estabelecer uma diferenga nula de temperatura entre a
substidncia e o material de referéncia. Quando a amostra sofre uma
transi¢do que implica uma variagdo de entalpia, essa variagdo ¢ in-
dicada por um afastamento endotérmico (fusido) ou exotérmico (con-
gelacdo), relativamente a linha de referéncia do registo de fluxo de
calor.

Ponto de fluidez

Este método foi desenvolvido para ser utilizado com os derivados
oleosos do petroleo e é adequado para utilizagdo apenas com subs-
tancias de baixas temperaturas de fusdo.

Ap6s um aquecimento preliminar procede-se ao arrefecimento da
amostra segundo um regime especifico e faz-se a observagdo das
suas caracteristicas de fluidez em intervalos de 3 K. A temperatura
mais baixa para a qual se observa movimento da substincia ¢ con-
siderada como ponto de fluidez.

CRITERIOS DE QUALIDADE

A aplicabilidade e a precisdo dos diversos métodos utilizados para a
determinagdo da temperatura de fusdo/intervalo de fusdo
encontram-se resumidas no quadro seguinte:

QUADRO: APLICABILIDADE DOS METODOS

A. Métodos capilares

Método de Substancias que Substancias dificil- Intervalo de Precisdo Norma
- podem ser pulve- . . .
medicdo . mente pulverizadas temperaturas estimada (') existente
rizadas
Dispositivos com Sim S6 para algumas| 273 a 573 K +0,3 K JIS K 0064
banho liquido
Dispositivos com Sim S6 para algumas| 293 a > 573 K +0,5K ISO 1218 (E)
bloco metalico
Detecgdo por cé- Sim Diversas com 253 a 573 K +0,5 K
lula fotoeléctrica dispositivos de
aplicacdo

(') Dependente do tipo de instrumento e do grau de pureza da substéncia.




02008R0440 — PT — 14.10.2024 — 010.001 — 22

1.6.

1.6.1.

B. Métodos das fases quentes e de congelacdo

Método de SUbitj:ga:eEue Substancias dificil- Intervalo de Precisao Norma
medicdo poden mente pulverizadas temperaturas estimada (') existente
pulverizadas
Barra quente de Sim Nio 283 a> 573 K + 1,0 K ANSI/ASTM D
Kofler 3451-76
Microscopio  de Sim S6 para algumas| 273 a > 573 K +0,5K DIN 53736
fusdo
Método do me- Nao Especificamente | 293 a > 573 K +0,5 K ISO 1218 (E)
nisco para poliamidas
Métodos da tem- Sim Sim 223 a 573 K + 0,5 K por ex., BS 4695
peratura de con-
gelacdo
(') Dependente do tipo de instrumento e do grau de pureza da substéncia.
C.  Analise térmica
Método de Substancias que S.u b;téncias Intervalo de Precisao Norma
s podem ser dificilmente . . .
medicdo . . temperaturas estimada (1) existente
pulverizadas pulverizadas
Analise térmica Sim Sim 173 a 1273 K até ASTM E 537-76
diferencial 600 K + 0,5 K até
1273 K+ 2,0 K

Calorimetria  de Sim Sim 173 a 1273 K até ASTM E 537-76

exploragdo dife-
rencial

600 K = 0,5 K até

1273 K+ 2,0 K

(") Dependente do

tipo de instrumento ¢ do grau de pureza da substincia.

D. Ponto de fluidez

Substancias que

Método de Substancias dificil- Intervalo de Precisao Norma
. podem ser . . .
medicao . mente pulverizadas temperaturas estimada (') existente
pulverizadas
Ponto de fluidez | Para derivados | Para derivados 223 a 323 K +3,0K ASTM D 97-66

oleosos do pe-
tréleo e para
substancias
oleosas

oleosos do petro-
leo e para subs-
tancias oleosas

(') Dependente do tipo de instrumento e do grau de pureza da substéncia.

DESCRICAO DOS METODOS

Os procedimentos de quase todos os métodos de ensaio encontram-se
descritos em normas internacionais e nacionais (ver apéndice 1).

Métodos com tubo capilar

Quando submetidas a uma lenta subida de temperatura, as substancias
finamente pulverizadas apresentam normalmente as fases de fusdo
representadas na figura 1.



02008R0440 — PT — 14.10.2024 — 010.001 — 23

1.6.1.1.

Fase A

Fase B

Fase C

Fase D

Fase E

Figura 1

- -
0
g
_/
Fase B Fase D Fase E

(inicio da fus&o): goticulas finas aderem uniformemente a
parede interior do tubo capilar.

aparece um espaco livre entre a amostra e a parede interior
devido a contracgao da substancia fundida.

a amostra contraida inicia a queda sobre o fundo e liquefaz-se.

forma-se um menisco completo a superficie mas uma
quantidade apreciavel da amostra permanece sélida.

(fase final da fusdo): ndo existem quaisquer particulas sélidas.

Durante a determinagdo da temperatura de fusdo procede-se ao re-
gisto das temperaturas da fase inicial da fusdo e da fase final.

Dispositivos para a determinagdo da temperatura de fusdo com
aparelho de banho liquido

A figura 2 representa um tipo de aparelho normalizado para a deter-
minagdo da temperatura de fusdo, feito de vidro (JIS K 0064); todas
as especificagdes sdo dadas em milimetros.

Figura 2

: recipiente de medicéo
rolha
: ventilador

: termémetro
: termometro auxiliar

. banho liquido

ETMMOUO®>

: tubo capilar de vidro, de 80 a 100 mm de
comprimento, 1,0 + 0,2 mm de didametro interno,
0,2 a 0,3 mm de espessura da parede

H: tubo lateral
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1.6.1.2.

Liquido do banho:

Deve escolher-se um liquido adequado. A escolha do liquido depende
da temperatura de fusdo que se pretende determinar; por exemplo,
escolher-se-4 parafina liquida para temperaturas de fusdo ndo supe-
riores a 473 K, 6leo de silicone para temperaturas de fusdo ndo
superiores a 573 K.

Para temperaturas superiores a 523 K pode utilizar-se uma mistura
constituida por trés partes de acido sulfirico e por duas partes de
sulfato de potassio (em peso). Deverdo ser tomadas precaugdes ade-
quadas no caso de se utilizar uma mistura deste tipo.

Termometro

Apenas deverdo ser utilizados termémetros que satisfagam as exigén-
cias das normas indicadas a seguir ou critérios equivalentes:

ASTM E 1-71, DIN 12770, JIS K 8001.

Procedimento:

Pulveriza-se finamente a substdncia seca utilizando um almofariz e
coloca-se no interior do tubo capilar, selado numa das extremidades,
de tal modo que a altura do enchimento seja aproximadamente 3 mm
apos boa compactagdo. Para se obter uma amostra compacta uniforme
o tubo capilar devera cair verticalmente de uma altura de aproxima-
damente 700 mm através de um tubo de vidro e sobre um vidro de
relogio.

Depois de cheio coloca-se o tubo capilar no banho, de tal modo que a
parte média da ampola de mercurio do termoémetro toque no tubo
capilar na parte onde se encontra a amostra. Normalmente o tubo
capilar ¢ introduzido no aparelho a uma temperatura cerca de 10 K
inferior a temperatura de fusdo.

Aquece-se o liquido do banho de tal modo que o aumento da tem-
peratura seja aproximadamente 3 K/min. O liquido devera ser agi-
tado. Quando se atingir uma temperatura cerca de 10 K inferior a
temperatura de fusdo esperada, ajusta-se a subida da temperatura
para um valor maximo de 1 K/min.

Calculo:

O calculo da temperatura de fusdo efectua-se do modo seguinte:

T = Tp + 0,00016 (Tp - Tg) n

em que:

T = temperatura de fusdo corrigida, em K;

Tp = leitura da temperatura no termometro D, em K;
Tg = leitura da temperatura no termometro E, em K;

n = namero de graduagdes na linha do mercurio no termémetro D
na parte emergente da haste.

Dispositivos para a determinag¢do da temperatura de fusdo, com
bloco metalico

Aparelho:

Este é constituido por:

— um bloco metalico cilindrico, cuja parte superior ¢ oca e forma
um compartimento (ver figura 3),

— uma tampa metalica, com duas ou varias aberturas, para permitir
a montagem de tubos no bloco metalico,
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1.6.1.3.

— um sistema de aquecimento para o bloco metalico, que pode ser,
por exemplo, uma resisténcia eléctrica encerrada no bloco,

— um reoéstato para regular a poténcia de entrada no caso de se
utilizar aquecimento eléctrico,

— quatro janelas de vidro resistente ao calor situadas nas paredes
laterais do compartimento, dispostas diametralmente segundo an-
gulos rectos relativamente umas as outras. Em frente de uma
destas janelas monta-se um oculo para observagdo do tubo capi-
lar. As outras trés janelas sdo utilizadas para iluminar o interior
do compartimento, por meio de lampadas,

— um tubo capilar, em vidro resistente ao calor e fechado numa
extremidade (ver 1.6.1.1).

Termometro

Ver as normas referidas em 1.6.1.1. Também se podem utilizar dis-
positivos de medigdo termoeléctrica, de precisdo equivalente.

Figura 3

"

Termoémetro

L-———— Tubo capilar

Tampa metalica

I BN

=
=y J
Lampada ———J

Resisténcia eléctrica

Bloco de
aquecimento metalico

Detecgdo por célula fotoeléctrica

Aparelho e procedimento:

O aparelho ¢é constituido por um compartimento metalico com um
sistema de aquecimento automatico. Procede-se ao enchimento de trés
tubos capilares conforme descrito em 1.6.1.1, os quais sd3o depois
colocados na estufa.
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1.6.2.

1.6.2.1.

1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.3.

1.6.4.

1.6.4.1.

1.6.4.2.

1.6.5.

Utilizam-se varias variagdes lineares de temperatura para calibrar o
aparelho e ajusta-se electricamente o aumento de temperatura ade-
quado, segundo uma razdo linear e constante pré-seleccionada. Os
registadores mostram a temperatura efectiva da estufa e a temperatura
da substincia nos tubos capilares.

Fases quentes
Barra quente de Kofler

Ver apéndice.

Microscopio de fusdao

Ver apéndice.

Método do menisco (poliamidas)

Ver apéndice.

O esquema gradual de aquecimento proximo da temperatura de fuso
devera ser inferior a 1 K/min.

Métodos para a determinacio da temperatura de congelacio

Ver apéndice.

Analise térmica
Andalise térmica diferencial

Ver apéndice.

Calorimetria de exploragdo diferencial

Ver apéndice.

Determinagdo do ponto de fluidez

Ver apéndice.

RESULTADOS

Em alguns casos ¢ necessario efectuar uma correc¢do devida ao
termometro.

RELATORIO

O relatorio do ensaio deverd conter, se possivel, a informacao
seguinte:

— método utilizado,

— especificacdo exacta da substincia (identificacdo e impurezas) e
fases de purificagdo prévias no caso de existirem,

— uma estimativa da precisdo.

Considera-se como temperatura de fusdo a média de peio menos duas
medigdes efectuadas no intervalo de precisdo estimado (ver quadros).
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Se a diferenca entre a temperatura na fase inicial e a temperatura na
fase final da fusdo estiver entre os limites de precisdo do método,
considera-se como temperatura de fusdo o valor observado na fase
final da fusdo; caso contrario serdo indicadas as duas temperaturas.

No caso de a substincia se decompor ou sublimar antes de atingir a
temperatura de fusdo, indicar-se-4 a temperatura para a qual se ob-
serva esse efeito.

Todas as informagdes e notas relevantes para a interpretagdo dos
resultados deverdo ser descritas, especialmente no que diz respeito
as impurezas e ao estado fisico da substancia.
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Apéndice

Para pormenores técnicos adicionais é possivel consultar, por exemplo, as
normas seguintes.

1.2.

2.1.

2.2.

2.3.

Métodos capilares

Dispositivos de medi¢do da temperatura de fusdo com banho liquido

ASTM E 324-69

BS 4634

DIN 53181

JIS K 00-64

Standard test method for relative ini-
tial and final melting points and the
melting range of organic chemicals

Method for the determination of mel-
ting point and/or melting range

Bestimmung des Schmelzintervalles
von Harzen nach Kapillarverfahren

Testing methods for melting point of
chemical products

Dispositivos para a determinagdo da temperatura de fusdo com bloco

metalico

DIN 53736

ISO 1218 (E)

Fases quentes

Barra quente de Kofler

ANSI/ASTM D 3451-76

Microscopio de fusdo

DIN 53736

Visuelle Bestimmung der Schmelz-
temperatur von teilkristallinen Kuns-
tstoffen

Plastics — polyamides — determina-
tion of «melting point»

Standard recommended practices for
testing polymeric power coatings

Visuelle Bestimmung der Schmelz-
temperatur von teilkristallinen Kuns-
tstoffen.

Método do menisco (poliamidas)

ISO 1218 (E)

Plastics — polyamides — determina-
tion of «melting point»
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4.1.

ANSI/ASTM D 2133-66

NF T 51-050

Standard specification for acetal resin
injection moulding and extrusion ma-
terials

Résines de polyamides. Détermina-
tion du «point de fusion». Méthode
du ménisque

Métodos para a determinacio da temperatura de congelacio

BS 4633

BS 4695

DIN 51421

ISO 2207

DIN 53175

NF T 60-114

NF T 20-051

ISO 1392

Analise térmica

Analise térmica diferencial

ASTM E 537-76

ASTM E 473-85

Method for the determination of crys-
tallizing point

Method for Determination of Melting
Point of Petroleum Wax (cooling
curve)

Bestimmung des Gefrierpunktes von
Flugkraftstoffen, Ottokraftstoffen und
Motorenbenzolen

Cires de pétrole: détermination de la
température de figeage

Bestimmung des Erstarrungspunktes
von Fettsduren

Point de fusion des paraffines

Méthode de  détermination du
point de cristallisation (point de con-
gélation)

Method for the determination of the
freezing point

Standard method for assessing the
thermal stability of chemicals by
methods of differential thermal ana-
lysis

Standard definitions of terms relating
to thermal analysis
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4.2.

ASTM E 472-86 Standard practice for reporting ther-
moanalytical data

DIN 51005 Thermische Analyse, Begriffe

Calorimetria de exploragdo diferencial

ASTM E 537-76 Standard method for assessing the
thermal stability of chemicals by
methods of differential thermal ana-
lysis

ASTM E 473-85 Standard definitions of terms relating
to thermal analysis

ASTM E 472-86 Standard practice for reporting ther-
moanalytical data

DIN 51005 Thermische Analyse, Begriffe

Determinacio do ponto de fluidez

NBN 52014 Echantillonnage et analyse des pro-
duits du pétrole: point de trouble et
point d'écoulement limite — Mons-

terneming en ontleding van aardolie-
producten: Troebelingspunt en vloei-
punt

ASTM D 97-66 Standard test method for pour
point of petroleum oils

1SO 3016 Petroleum oils — Determination of
pour point
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1.1.

1.2.

A2. TEMPERATURA DE EBULICAO

METODO

A maior parte dos métodos descritos baseia-se nas normas de ensaio
da OCDE (1). Os principios fundamentais encontram-se descritos nas
referéncias (2) e (3).

INTRODUCAO

Os métodos e dispositivos aqui descritos podem ser aplicados a li-
quidos e a substancias de baixo ponto de fusdo, desde que nao
sofram uma reacgdo quimica para os valores da temperatura de ebu-
licdo (por exemplo: auto-oxidagdo, rearranjo, degradacdo, etc.). Os
métodos podem ser aplicados a substincias liquidas puras e impuras.

Da-se maior importancia aos métodos que utilizam a detec¢do por
célula fotoeléctrica e aos métodos de analise térmica uma vez que
esses métodos permitem a determinagdo das temperaturas de fusdo e
também das temperaturas de ebuli¢io. Além disso, as medigdes po-
dem ser efectuadas automaticamente.

O «método dindmico» possui a vantagem de também poder ser apli-
cado a determinagdo da pressdo de vapor e de ndo ser necessario
corrigir o valor da temperatura de ebuli¢do para a pressdo normal
(101,325 kPa) uma vez que a pressdo normal pode ser ajustada
durante a medigao utilizando um mandémetro.

Observagoes

A influéncia das impurezas na determinagdo da temperatura de ebu-
licdo depende bastante da natureza dessas impurezas. No caso de
existirem na amostra impurezas volateis que possam afectar os resul-
tados, a substancia deve ser purificada.

DEFINICOES E UNIDADES

Define-se a temperatura de ebuli¢do normal como sendo a tempera-
tura para a qual a pressdo de vapor de um liquido ¢ de 101,325 kPa.

No caso de a temperatura de ebulicio ndo ser medida a pressdo
atmosférica normal, a dependéncia da pressdo do vapor em funcdo
da temperatura pode ser descrita pela equagdo de Clausius-Clapeyron:

v

logp = 23RT + const.

em que:

p = pressdo de vapor da substincia em pascal

AH, = calor de vaporizagdo em J mol’!

R = constante universal dos gases perfeitos = 8,314 J mol™ K!
T = temperatura termodindmica em K

A temperatura de ebuligdo ¢ especificada tendo em consideragdo a
pressdo ambiente durante a medigdo.
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1.3.

1.4.

1.4.1.

1.4.2.

1.43.

Conversoes

Pressdo (unidades: kPa)

100 kPa = 1 bar = 0,1 MPa

(«bar» ainda ¢ uma unidade permitida mas nio recomen-
dada)

133 Pa = 1 mm Hg = 1 Torr

(as unidades «mm Hg» e «Torr» ndo sdo permitidas)

1 atm = atmosfera padrdo = 101,325 Pa

(a unidade «atmy» ndo ¢ permitida)

Temperatura (unidades: K)

t=T- 273,15

t:  temperatura de Celsius, graus Celsius (°C)

T: temperatura termodinamica, kelvin (K)

SUBSTANCIAS DE REFERENCIA

Nao ¢ necessario utilizar as substancias de referéncia em todos os
casos quando se investiga uma nova substancia. Elas deverdo servir
essencialmente para aferir, periodicamente, o método e para permitir
a comparagdo com resultados obtidos com outros métodos.

Nos métodos enumerados no apéndice ¢ possivel encontrar algumas
substancias utilizadas para calibragdo.

PRINCIPIO DO METODO DE ENSAIO

Existem cinco métodos para a determinacdo da temperatura de ebu-
licdo (intervalo de ebuli¢do) que se baseiam na medigdo da tempera-
tura de ebulig¢do, e existem dois métodos que se baseiam na analise
térmica.

Determinacao utilizando o ebuliometro

Os ebulidometros foram originariamente desenvolvidos para a deter-
minagdo do peso molecular por elevagdo da temperatura de ebuligdo,
mas também sdo adequados para as medigdes exactas da temperatura
de ebuli¢do. Existe um aparelho muito simples que se encontra des-
crito na norma ASTM D 1120-72 (ver apéndice). O liquido é aque-
cido nesse aparelho, sob condigdes de equilibrio a pressdo atmosfé-
rica, até entrar em ebuligdo.

Método dinimico

Este método implica a medigdo da temperatura de recondensagdo do
vapor por meio de um termOmetro apropriado no refluxo,
mantendo-se a ebuligdo. Neste método ¢ possivel variar a pressao.

Método da destilacdo para a determinagio da temperatura de
ebuli¢cdo

Este método compreende a destilagdo do liquido, a medigdo da tem-
peratura de recondensacdo do vapor e a determinagdo da quantidade
do destilado.
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1.4.4.

1.4.5.

1.4.6.

1.4.7.

1.5.

Método de Siwoloboff

Aquece-se uma amostra num tubo de ensaio, que ¢ imerso num
liquido num banho aquecido. Mergulha-se no tubo de ensaio um
tubo capilar fechado, contendo uma bolha de ar na parte inferior.

Deteccdo por célula fotoeléctrica

Utilizando o principio de Siwoloboff efectuam-se medigdes automa-
ticas por célula fotoeléctrica das bolhas ascendentes.

Analise térmica diferencial

Esta técnica regista a diferenca existente entre as temperaturas da
substancia e do material de referéncia, em funcdo da temperatura,
quando a substdncia e o material de referéncia sdo submetidos ao
mesmo programa de temperatura controlada. Quando a amostra sofre
uma transicdo que implica uma variagdo de entalpia, essa variagdo €
indicada por um afastamento endotérmico (ebuli¢do) em relagdo a
linha de referéncia do registo de temperaturas.

Calorimetria de exploracio diferencial

Esta técnica regista a diferenga de absorgdo de energia existente entre
uma substdncia e um material de referéncia, em fungdo da tempera-
tura, quando a substancia e o material de referéncia sdo submetidos
a0 mesmo programa de temperatura controlada. Essa energia repre-
senta a energia necessaria para estabelecer uma diferenga nula de
temperatura entre a substincia e o material de referéncia. Quando a
amostra sofre uma transi¢do que implica uma alteracdo da entalpia,
essa alteracdo ¢ indicada por um afastamento endotérmico (ebuli¢do),
em relagdo a linha de referéncia do registo do fluxo do calor.

CRITERIOS DE QUALIDADE

A aplicabilidade e a precis@o dos diferentes métodos utilizados para a
determinagdo da temperatura de ebuligdo/intervalo de ebulicdo
encontram-se resumidas no quadro 1.

Quadro 1

Comparacgao dos métodos

Método de medigao Precisdo estimada

Norma existente

Ebuliémetro + 1,4 K (até 373 K) () (®)
Q1G]

+ 2,5 K (até 600 K) () (2
Método dinamico + 0,5 K (até 600 K) (?)

Processo de destilag@o (intervalo
de ebulicao)

+ 0,5 K (até 600 K)

Método de Siwoloboff + 2 K (até 600 K) (%)

Detec¢do por célula fotoeléctrica | + 0,3 K (até 373 K) (})

Analise térmica diferencial + 0,5 K (até¢ 600 K)

+ 2,0 K (até 1273 K)

Calorimetria de exploragdo dife-
rencial

+ 0,5 K (até 600 K)
+2,0K (até 1273 K)

ASTM D 1120-72 (V)

ISO/R 918, DIN 53171,
4591/71

ASTM E 537-76

ASTM E 537-76

BS

(") Esta precisdo apenas ¢ valida para um dispositivo simples, como, por exemplo, o descrito na norma ASTM D 1120-72;

pode ser melhorada com ebulidmetros mais sofisticados.

(?) Vilido apenas para substancias puras. A utilizagdo noutras circunstincias devera ser justificada.
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1.6. DESCRICAO DOS METODOS

Os procedimentos de alguns destes métodos encontram-se descritos
em normas internacionais e nacionais (ver apéndice).

1.6.1. Ebuliometro

Ver apéndice.

1.6.2. Método dindmico

Ver o método de ensaio A.4 para a determinacdo da pressdo de
vapor.

Regista-se a temperatura de ebuligdo observada para um valor da
pressdo aplicada de 101,325 kPa.

1.6.3. Processo da destilacido (intervalo de ebuliciio)

Ver apéndice.

1.6.4. Método de Siwoloboff

Aquece-se a amostra num aparelho para a determinagdo da tempera-
tura de fusdo num tubo de ensaio com um didmetro de aproximada-
mente 5 mm (figura 1).

A figura 1 representa um tipo de aparelho normalizado para a deter-
minagdo das temperaturas de fusdo e de ebulicdo (JIS K 0064) (o
material € vidro e todas as especificagdes sdo em milimetros).

Figura 1

230

: Recipiente de medida

Rolha

Respiradouro

Termémetro

Termdmetro auxiliar

: Liquido do banho

Tubo de ensaio, diametro exterior com o maximo
de 5 mm; contendo um tubo capilar com o
comprimento aproximado de 100 mm, didmetro
interior de aproximadamente 1 mm e espessura
da parede compreendida aproximadamente entre
0,2e 0,3mm

H: Tubo lateral

®@Tmoow>

Coloca-se no tubo de ensaio um tubo capilar (capilar para a deter-
minagdo do ponto de ebuli¢do), o qual se encontra fechado a cerca de
1 cm acima da sua extremidade inferior. Adiciona-se a substancia que
se pretende testar de modo a que a parte fechada do capilar fique
abaixo da superficie do liquido. O tubo de ensaio que contém o
capilar para a determinacdo do ponto de ebuligdo ¢ preso ao termo-
metro com uma fita de borracha ou fixado lateralmente com um
suporte (ver figura 2).
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Figura 2 Figura 3

Principio de Siwoloboff Principio modificado

I
i h
L
|
i

a) b) c)

Escolhe-se o liquido do banho de acordo com a temperatura de
ebulicdo. Para temperaturas até 573 K é possivel utilizar 6leo de
silicone. A parafina liquida apenas pode ser utilizada até 473 K. O
aquecimento do liquido do banho deve ser ajustado de modo a que a
subida de temperatura seja de 3 K/minuto inicialmente. O liquido do
banho deve ser agitado. Quando a temperatura atinge cerca de 10 K
abaixo da temperatura de ebuligdo esperada, reduz-se o aquecimento
de tal modo que o aumento de temperatura ndo ultrapasse 1 K/mi-
nuto. Ao aproximar-se a temperatura de ebuli¢do, observa-se a for-
magao de bolhas que emergem rapidamente do capilar utilizado para
a determinagdo do ponto de ebuli¢do.

A temperatura de ebulicdo é a temperatura para a qual, face a um
arrefecimento momentaneo, cessa a corrente de bolhas e o fluido
inicia repentinamente a subida no capilar. A leitura correspondente
efectuada no termometro é a temperatura de ebuli¢do da substancia.

De acordo com o principio modificado (figura 3) determina-se a
temperatura de ebuli¢do num capilar para a determinagdo da tempe-
ratura de fusdo. O capilar é distendido até se obter uma ponta fina
com cerca de 2 cm de comprimento (a) e aspira-se uma pequena
quantidade da amostra. Fecha-se por fusdo a extremidade aberta do
capilar de tal modo que na extremidade fique uma pequena bolha de
ar. Enquanto se aquece o aparelho para a determinagdo da tempera-
tura de fusdo, a bolha de ar expande-se (b). A temperatura de ebu-
licdo corresponde a temperatura para a qual o tampao dessa subs-
tancia atinge o nivel da superficie do liquido do banho (c).

1.6.5. Deteccdo por célula fotoeléctrica

A amostra ¢ aquecida num tubo capilar no interior de um bloco
metalico aquecido.

Pelos orificios existentes no bloco, é enviado um feixe de luz através da
substincia para uma célula fotoeléctrica calibrada com precisao.

Durante o aumento da temperatura da amostra emergem bolhas de ar
simples provenientes do capilar de ebuli¢do. Ao atingir-se a temperatura
de ebuli¢do o nimero de bolhas aumenta fortemente. Isto provoca uma
alterac@o na intensidade da luz registada pela célula fotoeléctrica, que
envia um sinal de paragem transmitido para o indicador que efectua a
leitura da temperatura num termometro de resisténcia de platina locali-
zado no bloco.

Este método ¢é especialmente util, uma vez que permite determinagdes
de valores inferiores a temperatura ambiente e até 253,15 K (- 20°C)
sem qualquer modificagdo no aparelho. Apenas é necessario colocar o
instrumento num banho de arrefecimento.
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1.6.6.

1.6.6.1.

1.6.6.2.

Anilise térmica
Analise térmica diferencial

Ver apéndice.

Calorimetria de exploragdo diferencial

Ver apéndice.

RESU LTADOS

Para pequenos desvios em relagdo a pressdo normal (maximo + 5
kPa), as temperaturas de ebuli¢do sdo corrigidas para o valor T, pela
equagdo de conversdo de Sidney Young:

Tn:T+(fTXAp)

em que:

Ap = (101,325 - p) [atengdo ao sinal]

p = pressdo medida em kPa

fr = taxa de variagdo da temperatura de ebulicdo com a pressdo
em K/kPa

T = temperatura de ebulicdo medida em K

T, = temperatura de ebuli¢do corrigida para a pressao normal, em K

Os factores para a correcgdo da temperatura, o valor fr e as equagdes
para a sua aproximagdo estdo descritos nas normas internacionais e
nacionais anteriormente referidas para diversas substancias.

Por exemplo, o método DIN 53171 refere as seguintes correcgdes
aproximadas para solventes incorporados em tintas:

Quadro 2

Temperatura — factores de correcgio fr

Temperatura T (K)

Factor de correcgdo fr (K/kPa)

323,15
348,15
373,15
398,15
423,15
448,15
473,15
498,15
523,15
548,15

573,15

0,26
0,28
0,31
0,33
0,35
0,37
0,39
0,41
0,44
0,45

0,47
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RELATORIO

O relatorio do ensaio devera conter, se possivel, a informacao
seguinte:

— método utilizado,

— especificagdo exacta da substincia (identificagio e impurezas) e
fases prévias de purificagdo, se for caso disso,

— uma estimativa da precisdo.

Estabelece-se que a temperatura de ebuli¢do ¢ a média de pelo menos
duas medigdes situadas no intervalo de precisdo estimada (ver quadro 1).

As temperaturas de ebulicdo medidas e os seus valores médios de-
verdo ser especificados e os valores da pressdo para os quais se
efectuaram as medi¢oes deverdo ser apresentados em kPa. Preferen-
cialmente a pressdo devera ser proxima da pressdo atmosférica
normal.

Todas as informagdes e notas relevantes para a interpretagdo de re-
sultados deverfo ser apresentadas, especialmente no que diz respeito
as impurezas e estado fisico da substancia.

REFERENCIAS

(1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 103, Decision of the Council
C(81) 30 final.

(2) IUPAC, B. Le Neindre, B. Vodar, eds. Experimental thermody-
namics, Butterworths, London, 1975, vol. II.

(3) R. Weissberger ed.: Technique of organic chemistry, Physical
methods of organic chemistry, 3rd ed., Interscience Publ., New
York, 1959, vol. I, Part I, Chapter VIII.
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Apéndice

Para pormenores técnicos adicionais é possivel consultar, por exemplo, as
normas seguintes.

1. Ebuliémetro
1.1 Dispositivos de medigdo da temperatura de fusdo com banho liquido
ASTM D 1120-72 Standard test method for boiling point of
engine anti-freezes
2. Processo de destilagdo (intervalo de ebulicao)
ISO/R 918 Test Method for Distillation (Distillation
Yield and Distillation Range)
BS 4349/68 Method for determination of distillation of
petroleum products
BS 4591/71 Method for the determination of distillation
characteristics
DIN 53171 Losungsmittel fiir Anstrichstoffe, Bestim-
mung des Siedeverlaufes
NF T 20-608 Distillation: détermination du rendement et
de l'intervalle de distillation
3. Analise térmica diferencial e calorimetria de exploragio diferen-
cial
ASTM E 537-76 Standard method for assessing the thermal
stability of chemicals by methods of diffe-
rential thermal analysis
ASTM E 473-85 Standard definitions of terms relating to
thermal analysis
ASTM E 472-86 Standard practice for reporting thermoana-

lytical data

DIN 51005 Thermische Analyse: Begriffe
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A.3. DENSIDADE RELATIVA

A descri¢ao completa deste método de ensaio foi suprimida. O método de ensaio
internacional equivalente ou outros métodos de ensaio aplicaveis ao parametro
em questdo constam do quadro 1 da parte 0.
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A.4. PRESSAO DE VAPOR

YM9
A descrigdo completa deste método de ensaio foi suprimida. O método de ensaio
internacional equivalente ou outros métodos de ensaio aplicaveis ao paradmetro
em questdo constam do quadro 1 da parte 0.
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

L.5.

A.5. TENSAO SUPERFICIAL

METODO

Os métodos descritos baseiam-se nas normas de ensaio da OCDE
(1). Os principios fundamentais encontram-se descritos na referéncia

).

INTRODUCAO

Os métodos descritos sdo aplicaveis a medi¢do da tensdo superficial
em solugdes aquosas.

Considera-se 1til possuir informagdes preliminares sobre a substancia,
relativamente a: solubilidade em agua, estrutura, propriedades relati-
vas a hidrélise e concentragdo critica de formagdo de micelas, antes
de se efectuarem estes testes.

Os métodos que se seguem sdo aplicdveis a maior parte das subs-
tancias quimicas, sem qualquer restricdo no que diz respeito ao seu
grau de pureza.

A medigdo da tensdo superficial pelo método do tensiometro de anel
¢ aplicavel apenas a solu¢des aquosas com uma viscosidade dindmica
inferior a cerca de 200 mPa s.

DEFINICOES E UNIDADES

Define-se como tensdo superficial a entalpia superficial livre, por
unidade de area da superficie.

A tensdo superficial ¢ dada por:

N/m (unidade do SI) ou

mN/m (subunidade do SI)

1 N/m = 10° dines/cm

1 mN/m = 1 dine/cm no antigo e obsoleto sistema cgs

SUBSTANCIAS DE REFERENCIA

Nao ¢ necessario utilizar substancias de referéncia quando se esta a
investigar uma nova substincia. Essas substdncias servem essencial-
mente para verificar, de vez em quando, a calibragdo do método e
para proporcionar a compara¢do com resultados obtidos com outros
métodos.

As substancias de referéncia que abrangem um intervalo amplo de
tensdes superficiais encontram-se enumeradas nas referéncias (1) e

€2

PRINCIPIO DOS METODOS

Os métodos baseiam-se na medi¢do da for¢a maxima que € necessa-
rio exercer verticalmente sobre um colchete ou anel em contacto com
a superficie do liquido que se pretende examinar colocado num re-
cipiente, no sentido de o separar dessa superficie, ou sobre uma
placa, com uma aresta em contacto com a superficie, no sentido de
se remover a pelicula que se formou.

As substancias soliiveis em agua pelo menos para valores de concen-
tragdo de 1 mg/l sdo testadas em solugdo aquosa para um valor tinico
de concentragio.

CRITERIOS DE QUALIDADE

Estes métodos sdo susceptiveis de proporcionar maior precisdo do
que a eventualmente necessaria para a avaliagdo ambiental.
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1.6.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.3.

1.6.4.
1.6.4.1.

1.6.4.1.1.

1.6.4.1.2.

DESCRICAO DOS METODOS

Prepara-se uma solugdo da substancia em agua destilada. A concen-
tragdo desta solucdo deve atingir 90 % do valor da solubilidade de
saturagcdo da substancia em agua; no caso de esta concentragdo ex-
ceder o valor de 1 g/l, utiliza-se para os testes a concentragdo de
1 g/l. Ndo ¢ necessario testar as substancias cujo valor de solubili-
dade em agua seja inferior a 1 mg/l.

Método da placa

Ver ISO 304 e NF T 73-060 (agentes tensioactivos: determinagdo da
tensao superficial por remogao de peliculas liquidas).

Método do colchete

Ver ISO 304 e NF T 73-060 (agentes tensioactivos: determinagdo da
tensdo superficial por remogdo de peliculas liquidas).

Método do anel

Ver ISO 304 e NF T 73-060 (agentes tensioactivos: determinagdo da
tensdo superficial por remogdo de peliculas liquidas).

Método do anel harmonizado pela OCDE
Aparelho

Os tensiometros comercialmente disponiveis sdo adequados para esta
medigdo. Sdo constituidos pelos elementos seguintes:

— mesa de amostra movel,

— sistema de medigdo de forga,

— corpo para medigao (anel),

— recipiente de medic@o.

Mesa de amostra movel

Utiliza-se a mesa de amostra movel como suporte para o recipiente
de medicdo de temperatura controlada que contém o liquido que se
pretende testar. A sua montagem faz-se num suporte em conjunto
com o sistema de medigdo de forca.

Sistema de medigao de forga

O sistema de medigdo de for¢a (ver figura) fica colocado sobre a
mesa da amostra. O erro de medicdo de forca ndo deverd exceder
+ 10°° N, correspondente a um erro limite de + 0,1 mg numa medigio
de massa. Em muitos casos, a escala dos tensidmetros comercial-
mente disponiveis ¢ calibrada em mN/m, de modo que a tensdo
superficial pode ser lida directamente em mN/m, com uma precisao
de 0,1 mN/m.
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1.6.4.1.3.

1.6.4.14.

Corpo para a medig¢dao (anel)

Normalmente o anel ¢ feito de um fio de platina/iridio com a espes-
sura aproximada de 0,4 mm e com um perimetro médio de 60 mm. O
anel ¢ suspenso horizontalmente de uma haste metalica, através de
um suporte triangular de montagem, que estabelece a ligacdo ao
sistema de medigdo de forga (ver figura).

Figura

Corpo para a mediciio

(Todas as dimensdes estdo expressas em milimetros)

I
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l
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Haste \

Suporte triangular de montagem i
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\ Anel

-~ 19,8

Recipiente de medigdo

O recipiente de medi¢do que contém a solucdo a testar devera ser um
recipiente de vidro termostatizado. Deve ser concebido de tal modo
que durante a medi¢ao a temperatura da solucdo liquida que se pre-
tende testar e a fase gasosa sobre a sua superficie permanegam cons-
tantes e impedindo que haja evaporacdo da amostra. Sdo aceitaveis
recipientes cilindricos de vidro que possuam um didmetro interno ndo
inferior a 45 mm.
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1.6.4.2.
1.6.4.2.1.

1.6.4.2.2.

Preparag¢do do equipamento
Limpeza

Os recipientes de vidro devem ser cuidadosamente limpos. Se neces-
sario, deverdo ser lavados com acido cromossulfurico quente e depois
lavados com acido fosférico xaroposo (83 a 98 % em peso de
H;PO,), lavados muito bem com &agua da torneira e lavados final-
mente com agua bidestilada até se obter uma reacg¢do neutra,
efectuando-se depois a secagem ou a lavagem com um pouco do
liquido da amostra que se pretende medir.

O anel deve ser primeiro muito bem lavado com agua para se fazer a
remogdo de quaisquer substincias que sejam soltveis em agua, de-
pois mergulhado rapidamente em acido cromossulfurico, lavado com
agua bidestilada até se obter uma reacg@o neutra e finalmente devera
ser aquecido rapidamente sobre uma chama de metanol.

Nota:

A contaminagdo com substincias que ndo sejam dissolvidas ou des-
truidas com o acido cromossulfirico ou com o acido fosforico, tais
como os silicones, deve ser removida usando um solvente organico
adequado.

Calibracdo do aparelho

A validagdo do aparelho consiste em verificar o seu zero e em ajusta-
-lo de tal modo que a indicagdo do instrumento permita uma deter-
minacdo segura em mN/m.

Montagem:

O aparelho deve ser nivelado, por exemplo, por meio de um nivel de
bolha de ar colocado na base do tensidmetro, ajustando-se os para-
fusos de nivelamento existentes na base.

Ajustamento do zero:

Apods a montagem do anel no aparelho e antes da imersdo no liquido
deve ajustar-se o zero do tensidmetro e deve verificar-se o parale-
lismo do anel com a superficie do liquido. Para satisfazer este objec-
tivo pode utilizar-se como espelho a superficie do liquido.

Calibragoes:

A calibragdo pode ser efectuada recorrendo a um de dois procedi-
mentos:

a) Utilizando uma massa: procedimento que utiliza cavaleiros de
massa conhecida compreendida entre 0,1 e 1,0 g colocados sobre
o anel. O factor de calibragdo @, pelo qual todas as leituras do
instrumento devem ser multiplicadas determina-se de acordo com
a equagao (1):

o, = (1
Ga
em que:

m
6 = Tbg (mN/m)
m = massa do cavaleiro (g)

g = aceleragio da gravidade (981 cm s ao nivel do mar)

o8
Il

perimetro médio do anel (cm)

0, = leitura do tensiometro apos colocagdo do cavaleiro no anel
(mN/m)
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1.6.4.3.

1.6.5.

1.6.6.

b) Utilizando agua: procedimento que utiliza agua pura cuja tensio
superficial, por exemplo, a temperatura de 23°C ¢é igual a 72,3
mN/m. Este procedimento ¢ mais rapido do que a calibragdo com
cavaleiros, mas existe sempre o risco de a tensdo superficial da
4gua estar falseada por vestigios de contaminagdo com agentes
tensioactivos.

O factor de calibragdo @, pelo qual todas as indicagdes do ins-
trumento deverdo ser multiplicadas determina-se de acordo com a
equacdo (2):

@y = So (2)
Og
em que:

o, = valor referido na literatura para a tensao superficial da agua
(mN/m)

6, = valor medido da tensdo superficial da 4gua (mN/m) ambos
a mesma temperatura.

Preparagao de amostras

As solugdes aquosas dever@o ser preparadas com as substancias que
se pretende testar, utilizando as necessarias concentragdes em agua, e
ndo deverdo conter quaisquer substincias ndo dissolvidas.

A solugdo deve ser mantida a uma temperatura constante
(= 0,5°C). Uma vez que a tensdo superficial de uma solugdo no
recipiente de medigdo se altera no decurso do tempo, deverdo ser
efectuadas diversas medigdes em momentos diferentes e devera ser
tragada uma curva que represente a tensdo superficial em fungdo do
tempo. Quando ja ndo ocorrerem mais variagdes significa que se
atingiu um estado de equilibrio.

A contaminagdo com poeiras e com gases interfere com a medigao.
Em consequéncia, o trabalho devera ser efectuado sob uma cobertura
de proteccdo.

Condigoes do teste

A medig@o devera ser efectuada aproximadamente a temperatura de
20 °C e devera ser controlada entre = 0,5°C.

Realizacio do teste

As solugdes que se pretendem medir devem ser cuidadosamente
transferidas para o recipiente de medigao, limpo, tomando-se precau-
¢Oes para evitar a formacdo de espuma, e depois o recipiente de
medida devera ser colocado sobre a mesa do aparelho de teste. A
parte superior da mesa com o recipiente de medida devera ser elevada
até que o anel fique imerso sob a superficie da solugdo que se
pretende medir. Depois, a parte superior da mesa devera ser baixada
gradual e uniformemente (aproximadamente a velocidade de 0,5 cm/
/minuto) até que ocorra a separac¢do do anel da superficie no momento
em que se atingiu a forga maxima. A camada de liquido associada ao
anel ndo deve separar-se do anel. Depois de se terem completado as
medigdes deve imergir-se o anel novamente sob a superficie e devem
repetir-se as medi¢des até se atingir um valor constante para a tensdo
superficial. O momento da transferéncia da solugdo para o recipiente
de medicdo devera ser registado para cada determinagdo. Deverdo ser
efectuadas leituras da forca maxima necessaria para separar o anel da
superficie do liquido.
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RESULTADOS

Para se calcular a tensdo superficial, o valor lido em mN/m no
aparelho devera ser multiplicado primeiro pelo factor de calibragdo
®, ou ®, (conforme o procedimento de calibragdo utilizado).
Obter-se-a4 deste modo um valor aproximado, pelo que é necessaria
correcgdo posterior.

Harkins e Jordan (4) determinaram empiricamente factores de correc-
¢do para valores de tensdo superficial medidos pelo método do anel,
os quais dependem das dimensdes do anel, da densidade do liquido e
da sua tensdo superficial.

Uma vez que ¢ trabalhoso determinar o factor de correc¢do para cada
medicdo individual a partir das tabelas de Harkins e Jordan, para se
calcular a tensdo superficial de solu¢des aquosas pode utilizar-se o
procedimento simplificado de leitura dos valores de tens@o superficial
corrigidos directamente a partir da tabela. (Recorrer-se-a a interpola-
¢do para leituras compreendidas entre os valores indicados na tabela.)

Tabela

Correccio da tensdo superficial medida

Apenas para solugdes aquosas, p = 1 g/em’
R 9,55 mm (raio médio do anel)
r 0,185 mm (raio do fio do anel)

Valor corrigido (mN/m)

Calibragdo com agua [ver 1.6.4.2.2. b)]

Valor experimental (mN/m)
Calibragdo de massa [ver 1.6.4.2.2. a)]
20 16,9
22 18,7
24 20,6
26 22,4
28 24,3
30 26,2
32 28,1
34 29,9
36 31,8
38 33,7
40 35,6
42 37,6
44 39,5
46 41,4
48 43,4
50 453
52 47,3
54 49,3
56 51,2

18,1
20,1
22,1
24,1
26,1
28,1
30,1
32,1
34,1
36,1
38,2
40,3
423
444
46,5
48,6
50,7
52,8
54.9
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Valor corrigido (mN/m)

Calibragdo com agua [ver 1.6.4.2.2. b)]

Valor experimental (mN/m)
Calibragdo de massa [ver 1.6.4.2.2. a)]
58 53,2
60 55,2
62 57,2
64 59,2
66 61,2
68 63,2
70 65,2
72 67,2
74 69,2
76 71,2
78 73,2

57,0
59,1
61,3
63,4
65,5
67,7
69,9
72,0

Este quadro foi compilado com base na correc¢do de Harkins-Jordan
e ¢ idéntico ao da norma DIN (DIN 53914) para a agua e para
solugdes aquosas (densidade p = 1 g/em® e destina-se a um anel
comercialmente disponivel que possui as dimensdes R = 9,55 mm
(raio médio do anel) e r = 0,185 mm (raio do fio do anel). A tabela
proporciona valores corrigidos para as medigdes de tens@o superficial
obtidas apos calibragdo com massas ou calibragdo com agua.

Em alternativa, sem que haja a calibragdo precedente, pode
calcular-se a tensdo superficial de acordo com a formula seguinte:

fxF
o=

4R
em que:

=
|

= for¢ca medida no dinamémetro no ponto de ruptura da pelicula

R = raio do anel

-
I

factor de correcgdo (1)

RELATORIO
RELATORIO DO ENSAIO

O relatorio do ensaio devera conter, se possivel, a informacao
seguinte:

— método utilizado,

— tipo de agua ou de solugdo utilizada,

— especificacdo exacta da substincia (identificagdo e impurezas),

— resultados da medicdo: tensdo superficial (leitura) especificando
as duas leituras individuais e a sua média aritmética e bem assim
o valor médio corrigido (tomando em consideragdo o factor rela-
tivo ao equipamento e a tabela de correcgéo,
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3.2

— concentra¢do da solugdo,
— temperatura do teste,

— periodo de vida da solugdo utilizada; em particular, o tempo
decorrido entre a preparagdo e a medigdo efectuada na solugio,

— descri¢do da dependéncia temporal da tensdo superficial apds a
transferéncia da solugdo para o recipiente de medicéo,

— todas as informagdes e notas relevantes para a interpretagdo dos
resultados devem ser descritas, especialmente no que diz respeito
a impurezas e estado fisico da substancia.

INTERPRETAGCAO DOS RESULTADOS

Considerando que a agua destilada possui uma tensdo superficial de
72,75 mN/m a temperatura de 20°C, as substincias que apresentem
uma tensao superficial inferior a 60 mN/m sob as condi¢des descritas
para este método deverdo ser consideradas como materiais
tensioactivos.

REFERENCIAS

(1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 115, Decision of the Council
C(81) 30 final.

(2) R. Weissberger ed., Technique of Organic Chemistry, Physical
Methods of Organic Chemistry, 3rd ed., Interscience Publ., New
York, 1959, vol. I, Part I, Chapter XIV.

(3) Pure Appl. Chem., 1976, vol. 48, p. 511.

(4) Harkins, W.D., Jordan, H.F., J. Amer. Chem. Soc., 1930, vol. 52,
p. 1751.
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A.6. SOLUBILIDADE EM AGUA
INTRODUCAO

Este método ¢ equivalente ao Test Guideline TG 105 (1995) da OCDE,
constituindo uma versdo revista do TG 105 inicialmente adotado em 1981.
Nao ha diferengas substanciais entre a versdo atual ¢ a de 1981, sendo as
principais diferengas ao nivel da apresentagdo. A revisdo baseou-se no mé-
todo de ensaio "Solubilidade em agua" da UE (1).

CONSIDERACOES INICIAIS

A hidrossolubilidade das substancias pode ser consideravelmente afetada pela
presenca de impurezas. Este método serve para determinar a hidrossolubili-
dade de substincias essencialmente puras, estaveis na agua e ndo volateis.
Antes de determinar a hidrossolubilidade, ¢ 1til dispor de alguns elementos
prévios sobre a substdncia em estudo, tais como a formula estrutural, a
pressdo de vapor, a constante de dissociagdo e a hidrolise em fungdo do pH.

Sdo descritos neste método de ensaio dois métodos distintos, que se destinam
a solubilidades respetivamente inferiores e superiores a 102 g/l: 0 método de
eluigio em coluna e o método do baldo. E descrito igualmente um ensaio
preliminar, que permite determinar a quantidade aproximada de amostra
adequada para o ensaio final, bem como o tempo necessario para a saturagao.

DEFINICOES E UNIDADES

A hidrossolubilidade de uma substancia é a concentragdo massica de satu-
ragdo da substancia em 4gua a uma dada temperatura.

A hidrossolubilidade exprime-se em massa de soluto por volume de solugéo.
A unidade SI é o kg/m’, mas também pode utilizar-se o g/l.

PRODUTOS QUIMICOS DE REFERENCIA

Nao ¢ necessario utilizar produtos quimicos de referéncia para estudar subs-
tancias por este método.

DESCRICAO DOS METODOS
Condicdes de realizagio dos ensaios

Os ensaios realizam-se, de preferéncia, a temperatura de 20 °C + 0,5 °C.
Deve manter-se a temperatura escolhida constante em todas as partes impor-
tantes do equipamento.

Ensaio preliminar

Numa proveta graduada de 10 ml com tampa de vidro, adicionam-se suces-
sivamente volumes crescentes de dgua, a temperatura ambiente, a aproxima-
damente 0,1 g de amostra (¢ necessario pulverizar as substancias solidas).
Apos cada adicdo de agua, agita-se a mistura durante 10 minutos e
verifica-se visualmente se resta amostra por dissolver. Se, apds a adi¢do
de 10 ml de agua, a amostra ou parte dela ainda ndo se tiver dissolvido,
prossegue-se a experiéncia numa proveta graduada de 100 ml. A solubilidade
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10.

12.

aproximada ¢ dada na tabela 1, por debaixo do volume de agua que solu-
biliza completamente a amostra. Quando a solubilidade é baixa, o tempo
necessario para dissolver a substancia em estudo pode ser longo, devendo
aguardar-se pelo menos 24 horas. Se, apos 24 horas, a substancia em estudo
ainda nao se tiver dissolvido, deve esperar-se mais tempo (até 96 horas) ou
experimentar-se uma diluigdo maior, para verificar se deve utilizar-se o
método de elui¢do em coluna ou o método do baldo.

Quadro 1
Volume de agua (ml) no 0,1 0,5 1 2 10 100 > 100
qual se dissolve 0,1 g de
amostra
Solubilidade aproximada [ > 1000 | 1000-200 | 200-100 100-50 50-10 10-1 <1

(€4Y]

Método de elui¢ao em coluna

Principio

Este método baseia-se na elui¢do da substincia em estudo com 4gua numa
microcoluna carregada com um material de enchimento inerte previamente
revestido com um excesso da substancia (2). A hidrossolubilidade é dada

pela concentracdo maéssica do eluido depois de atingido um patamar em
fungdo do tempo.

Material e aparelhagem

E necesséria uma microcoluna (figura 1) mantida a temperatura constante,
ligada a uma bomba de recirculagdo (figura 2) ou a um reservatorio de nivel
(figura 3). O enchimento inerte que a microcoluna contém ¢ mantido no
lugar por um pequeno tampdo de fibra de vidro, que também serve para
reter as particulas presentes. Pode utilizar-se como enchimento esférulas de
vidro, terra de diatomaceas ou outros materiais inertes.

. A microcoluna ilustrada na figura 1 ¢ adequada para funcionar com uma

bomba de recirculagdo. Tem uma parte superior de volume correspondente a
cinco vezes o volume do leito (descartado no inicio do ensaio) mais o
volume de cinco amostras (retiradas para analise durante o ensaio). O vo-
lume da cabega da coluna pode ser menor se for possivel adicionar dgua ao
sistema durante o ensaio, em substitui¢do do volume inicial removido com as
impurezas, equivalente a cinco vezes o volume do leito. Liga-se a coluna
com tubagem de material inerte a uma bomba de recirculacdo capaz de
debitar cerca de 25 ml/h. Esta pode ser, por exemplo, uma bomba peristaltica
ou uma bomba de membrana. E necessario garantir que o material das
tubagens ndo provoca contaminagdes nem nele ha adsorcdes.

A figura 3 ilustra uma montagem com um reservatorio de nivel, na qual a
microcoluna dispde de uma torneira de via unica. A ligacdo ao reservatorio
de nivel consiste numa junta de vidro esmerilado e em tubagem de material
inerte. O caudal proveniente desse reservatorio deve ser de aproximadamente
25 ml/h.
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Figura 1

Dimensdes em mm

. Junta de vidro esmerilado
. Parte superior

. Diametro interior (5)

. Diametro exterior (19)

. Tampao de fibra de vidro

m MmO O w

. Torneira

Figura 2

>

B\‘®
C

. Saida para equilibrio atmosférico

. Medidor de caudal

. Microcoluna

. Bomba de circulagdo termostatizada

. Bomba de recirculagdo

T m g 0w >

Torneira de duas vias para recolha das amostras
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13.

14.

15.

Figura 3

o

. Reservatério de nivel (por exemplo, frasco de reagentes com 2,5 1)
. Coluna

. Recetor de fragoes

. Termostato

. Tubagem de Teflon

Junta de vidro esmerilado

Q mmom g o w >

. Tubagem de circulagdo de agua (entre o termostato e a coluna; didmetro
interno: aproximadamente 8§ mm)

Transfere-se aproximadamente 600 mg de material de enchimento para um
baldo de fundo redondo de 50 ml. Dissolve-se num solvente volatil de
qualidade para analise uma quantidade adequada da substincia em estudo
e adiciona-se ao material de enchimento uma quantidade adequada desta
solu¢do. Evapora-se completamente o solvente, utilizando, por exemplo,
um evaporador rotativo. Caso contrario, ndo se conseguira manter o enchi-
mento saturado com agua durante a elui¢do, devido a efeitos de particdo a
superficie. Uma vez impregnado como se descreveu com a substdncia em
estudo, embebe-se o material de enchimento com cerca de 5 ml de agua,
durante duas horas, e transfere-se a seguir a suspensdo para a microcoluna.
Em alternativa, pode introduzir-se o material de enchimento, impregnado
como se descreveu com a substdncia em estudo, na microcoluna ja com
agua, deixando depois em repouso durante duas horas para se atingir o
equilibrio.

A impregna¢do do material de enchimento pode causar problemas, gerando
resultados errados, por exemplo, se a substincia em estudo se depositar
como um o6leo. Devem examinar-se estes problemas e consignar-se as con-
clusdes no relatorio.

Processo com bomba de recirculag¢do

Inicia-se o fluxo através da coluna. Recomenda-se um caudal de aproxima-
damente 25 ml/hora, correspondente a dez vezes o volume do leito da coluna
descrita por hora. A fim de eliminar as impurezas soluveis na agua, comega-
-se por rejeitar, pelo menos, um volume correspondente a cinco vezes o
volume do leito. Em seguida, deixa-se a bomba de recirculagdo funcionar
até se atingir o equilibrio, definido pela obtengdo de cinco amostras suces-
sivas cujas concentragdes ndo difiram entre si mais do que = 30 %, por
qualquer ordem. Estas amostras devem estar desfasadas umas das outras
de intervalos de tempo correspondentes a passagem de um volume corres-
pondente a, pelo menos, dez vezes o do leito da coluna. Conforme o método
de analise utilizado, pode ser preferivel tracar uma curva da concentragdo em
fungdo do tempo, para evidenciar o estado de equilibrio.
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16.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Processo com reservatorio de nivel

Recolhem-se fragdes sucessivas de eluido e analisam-se pelo método esco-
lhido. Para determinar a solubilidade utilizam-se fra¢des provenientes da
eluicdo intermédia, na qual as concentragdes de, pelo menos, cinco fragdes
consecutivas ndo diferem umas das outras mais de + 30 %.

. O eluente preferivel ¢ agua bidestilada. Também pode utilizar-se agua de-

sionizada de resistividade superior a 10 megaohms/cm e teor total de car-
bono de origem bioldgica inferior a 0,01 %.

Em ambos os processos, procede-se a uma repeti¢do da sequéncia descrita
com metade do caudal inicial. Se os resultados das duas séries forem coin-
cidentes, considera-se o ensaio satisfatorio. Se a solubilidade medida com o
caudal menor for superior, reduzir-se-4 sucessivamente o caudal a metade,
até se obter a mesma solubilidade em duas séries consecutivas.

Em ambos os processos, verifica-se se as fragdes contém matérias coloidais
por observacdo do efeito de Tyndall. A presenca de particulas invalida o
ensaio, que deve repetir-se depois de melhorada a ag@o filtrante da coluna.

Mede-se o pH de cada amostra, de preferéncia com bandas indicadoras
proprias.

Método do balao
Principio

Dissolve-se em agua a substdncia em estudo (pulverizada, se for solida), a
uma temperatura ligeiramente superior a do ensaio. Ao atingir-se a saturagdo,
arrefece-se a mistura ¢ mantém-se esta a temperatura de ensaio. Em alterna-
tiva, desde que, por meio de uma amostragem adequada, se garanta que o
equilibrio de saturagdo foi atingido, pode efetuar-se a medi¢do diretamente a
temperatura de ensaio. Em seguida, determina-se por um método analitico
adequado a concentragdo massica da substdncia em estudo na solugdo
aquosa, a qual ndo pode conter particulas ndo dissolvidas (3).

Material e aparelhagem

E necessario o seguinte:

— utensilios de vidro e aparelhagem de uso corrente em laboratorio,

— dispositivo para agitagdo das solugdes em condi¢des termostaticas,

— se necessario (para emulsdes), uma centrifugadora, de preferéncia
termostatizada,

— equipamento de analise.

Procedimento

A partir do ensaio preliminar, estima-se a quantidade da substincia em
estudo necessaria para saturar o volume pretendido de dgua. Pesam-se trés
por¢des de aproximadamente cinco vezes essa quantidade em trés recipientes
de vidro com tampa de vidro (por exemplo, tubos de centrifugacdo ou
baldes). Adiciona-se a cada recipiente um volume de 4gua escolhido em
fungdo do método analitico e da gama de solubilidades. Tapam-se hermeti-
camente os recipientes e agitam-se a 30 °C, utilizando um agitador capaz de
funcionar a temperatura constante — por exemplo, agitagdo magnética em
banho-maria termostatizado. Decorrido um dia, equilibra-se um dos recipien-
tes durante 24 horas a temperatura de ensaio, agitando de vez em quando.
Em seguida, centrifuga-se o conteudo desse recipiente a temperatura de
ensaio e determina-se a concentragdo da substancia em estudo na fase aquosa
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24.

25.

26.

27.

28.

29.

limpida, recorrendo a um método analitico adequado. Procede-se do mesmo
modo com os outros dois baldes, apos o equilibrio inicial a 30 °C, respeti-
vamente durante dois e trés dias. Se as concentra¢cdes medidas pelo menos
nos dois ultimos recipientes ndo diferirem entre si mais de 15 %, o ensaio ¢
satisfatorio. Se os resultados obtidos para os recipientes 1, 2 e 3 mostrarem
uma tendéncia crescente, repete-se todo o ensaio, utilizando tempos de equi-
libragem maiores.

O ensaio também pode efetuar-se sem o periodo prévio a 30 °C. Para
verificar se ja se estabeleceu o equilibrio de saturagdo, vai-se colhendo
amostras até que o tempo de agitagdo deixe de influenciar as concentra¢des
medidas.

Mede-se o pH de cada amostra, de preferéncia com bandas indicadoras
proprias.
Determinagoes analiticas

E preferivel recorrer a um método especifico para a substdncia em causa,
dado que a presenga de pequenas quantidades de impurezas solaveis pode
causar grandes erros na solubilidade medida. Exemplos: cromatografia em
fase liquida ou em fase gasosa, titulagdo, fotometria e voltametria.

DADOS E RELATORIOS
Dados
Meétodo de elui¢do em coluna

Calcula-se, para cada série, o valor médio e o desvio-padrao de pelo menos
cinco amostras consecutivas recolhidas no patamar de saturagdo. Os valores
médios obtidos em dois ensaios com caudais diferentes ndo devem diferir
mais de 30 %.

Meétodo do baldo

Calcula-se o valor médio dos resultados obtidos para cada um dos trés
baldes, que ndo devem diferir entre si mais de 15 %.

Relatério dos ensaios
Meétodo de elui¢do em coluna

Elementos a constar do relatério dos ensaios:
— resultados do ensaio preliminar,

— identidade quimica e impurezas (eventual etapa preliminar de purifica-
¢do),

— concentragdo, caudal e pH correspondentes a cada amostra,

— média e desvio-padrdo de, pelo menos, cinco amostras do patamar de
saturagdo de cada série,

— média de, pelo menos, duas séries consecutivas,

— temperatura da agua durante o processo de saturag@o,

— método de analise,

— material de enchimento,

— impregnacdo do material de enchimento,

— solvente utilizado,

— indicios de eventual instabilidade quimica da substancia durante o ensaio,

— todas as informagdes importantes para a interpretagdo dos resultados,
especialmente no que respeita a impurezas e ao estado fisico da subs-
tancia em estudo.
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Método do baldo

30. Elementos a constar do relatério dos ensaios:
— resultados do ensaio preliminar,

— identidade quimica e impurezas (eventual etapa preliminar de purifica-
¢do),

— cada uma das determinagdes analiticas — e o respetivo valor médio, no
caso de se ter determinado mais de um valor para cada baldo,

— pH de cada amostra,

— média dos valores correspondentes aos baldes concordantes,

— temperatura do ensaio,

— método analitico,

— indicios de eventual instabilidade quimica da substancia durante o ensaio,

— todas as informagdes importantes para a interpretagdo dos resultados,
especialmente no que respeita a impurezas e ao estado fisico da subs-

tancia em estudo.
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administrativas respeitantes a classificagdo, embalagem e rotulagem das subs-
tancias perigosas (JO L 383 de 29.12.1992, p. 113).
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NF T 20-045 (AFNOR) (setembro de 1985). Chemical products for industrial
use — Determination of water solubility of solids and liquids with low
solubility — Column elution method.
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NF T 20-046 (AFNOR) (setembro de 1985). Chemical products for industrial
use — Determination of water solubility of solids and liquids with high
solubility — Flask method.
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A.8 COEFICIENTE DE PARTICAO

A descrigdo completa deste método de ensaio foi suprimida. O método de ensaio
internacional equivalente ou outros métodos de ensaio aplicaveis ao parametro
em questdo constam do quadro 1 da parte 0.
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A9. PONTO DE INFLAMACAO

A descrigdo completa deste método de ensaio foi suprimida. O método de ensaio
internacional equivalente ou outros métodos de ensaio aplicaveis ao parametro
em questdo constam do quadro 1 da parte 0.
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A.10. INFLAMABILIDADE (SOLIDOS)

A descri¢do completa deste método de ensaio foi suprimida. O método de ensaio
internacional equivalente ou outros métodos de ensaio aplicaveis ao parametro
em questdo constam do quadro 1 da parte 0.
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A.11. INFLAMABILIDADE (GASES)

A descri¢do completa deste método de ensaio foi suprimida. O método de ensaio
internacional equivalente ou outros métodos de ensaio aplicaveis ao parametro
em questdo constam do quadro 1 da parte 0.
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A.12. INFLAMABILIDADE (CONTACTO COM AGUA)

A descri¢do completa deste método de ensaio foi suprimida. O método de ensaio
internacional equivalente ou outros métodos de ensaio aplicaveis ao parametro
em questdo constam do quadro 1 da parte 0.
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A.13

1.1.

1.2.

1.4.

1.6.
1.6.1.

PROPRIEDADES PIROFORICAS DE SOLIDOS E LiQUIDOS

METODO
INTRODUCAO

O procedimento de ensaio ¢ aplicavel a substancias solidas ou liqui-
das as quais, em pequenas quantidades, entram espontaneamente em
combustdo, decorrido um curto periodo de tempo apos estarem em
contacto com o ar a temperatura ambiente (cerca de 20 °C).

As substancias que necessitem de estar expostas ao ar durante di-
versas horas ou dias, a temperatura ambiente ou a temperaturas
elevadas, antes que ocorra a ignig¢do, nao estdo abrangidas por este
meétodo.

DEFINICOES E UNIDADES

Considera-se que uma substincia possui propriedades piroforicas se
entrar em combustdo ou se carbonizar sob as condigdes descritas em
1.6.

Pode ser necessario ensaiar também a auto-inflamabilidade de liqui-
dos utilizando o método A.15 relativo a temperatura de auto-ignigdo
(liquidos e gases).

SUBSTANCIAS DE REFERENCIA

Nio especificadas.

PRINCIPIO DO METODO

Adiciona-se a substancia, no estado soélido ou no estado liquido, a
um veiculo inerte e coloca-se em contacto com o ar a temperatura
ambiente durante um periodo de cinco minutos. Se as substincias
liquidas ndo se inflamarem utiliza-se papel de filtro para as absorver
e faz-se a exposi¢do ao ar a temperatura ambiente (cerca de 20 °C)
durante cinco minutos. No caso de uma substancia solida ou liquida
se inflamar, ou no caso de um liquido se inflamar ou carbonizar uma
folha de papel de filtro, entdo considera-se que essa substancia ¢
piroforica.

CRITERIOS DE QUALIDADE

Repetitividade: devido a importancia que assumem as questdes rela-
tivas a seguranga, um Unico resultado positivo é suficiente para que
essa substincia seja considerada piroforica.

DESCRICAO DO METODO DE ENSAIO
Aparelho

Utiliza-se um vaso de porcelana com cerca de 10 cm de didmetro e
enche-se com terra de diatomaceas até cerca de 5 mm de altura, a
temperatura ambiente (cerca de 20 °C).

Nota:

A terra de diatomaceas ou quaisquer outras substincias inertes com-
paraveis geralmente disponiveis deverdo ser consideradas como re-
presentativas do solo onde a substincia de ensaio possa ser derra-
mada em caso de acidente.

E necessario papel de filtro seco para ensaiar os liquidos que nao se
inflamem em contacto com o ar quando estdo em contacto com um
veiculo inerte.
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1.6.2.

2.2.

Realizacio do ensaio
a) Solidos pulverulentos

De uma altura de cerca de 1 m deixa-se cair 1 a 2 cm® da substincia
pulverulenta que se pretende ensaiar, sobre uma superficie ndo com-
bustivel e verifica-se a eventualidade dessa substdncia se inflamar
durante a queda ou decorridos cinco minutos em repouso.

Efectua-se o ensaio seis vezes, salvo no caso de se observar com-
bustao.

b) Liquidos

3 , .
Verte-se no vaso de porcelana cerca de 5 cm” do liquido que se
pretende ensaiar e observa-se a eventual inflamagdo da substancia
no periodo de cinco minutos.

Se ndo houver inflamagdo nos seis ensaios, executam-se 0s ensaios
seguintes:

Com o auxilio de uma seringa coloca-se 0,5 ml da amostra de ensaio
num papel de filtro recortado e observa-se a eventual ocorréncia de
inflamagdo ou de carbonizagdo do papel de filtro nos cinco minutos
subsequentes a adi¢do do liquido. Efectua-se o ensaio trés vezes,
salvo se ocorrer inflamagdo ou carbonizagao.

RESULTADOS
TRATAMENTO DOS RESULTADOS

Pode interromper-se o processo de ensaio logo que ocorra um resul-
tado positivo em qualquer dos ensaios.

AVALIACAO

Se a substancia se inflama no periodo de cinco minutos ap6s ter sido
adicionada a um veiculo inerte e exposta ao ar, ou se uma substancia
liquida carboniza ou inflama um papel de filtro no periodo de cinco
minutos apds a adicdo e exposi¢do ao ar, entdo considera-se que é
piroforica.

RELATORIO

O relatério do ensaio devera conter, se possivel, a informagao
seguinte:

— a especificag@o exacta da substancia (identificagdo e impurezas),
— os resultados dos ensaios,

— quaisquer observagdes adicionais relevantes para a interpretagdo
dos resultados.

REFERENCIAS

(1) NF T 20-039 (Sept. 85). Chemical products for industrial use.
Determination of the spontaneous flammability of solids and
liquids.

(2) Recommendations on the Transport of Dangerous Goods, Test
and Criteria, 1990, United Nations, New York.
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1.1.

1.2.

1.3.

A.14. PROPRIEDADES EXPLOSIVAS

METODO
INTRODUCAO

O método proporciona um sistema de ensaio para se determinar se
uma substancia solida ou pastosa representa perigo de explosdo
quando submetida ao efeito de uma chama (sensibilidade térmica)
ou quando submetida a choque ou fric¢@o (sensibilidade a estimu-
los mecanicos) e se uma substincia liquida representa perigo de
explosdo quando submetida ao efeito de uma chama ou choque.

O método decompde-se em trés partes:
a) Um ensaio de sensibilidade térmica (1);

b) Um ensaio de sensibilidade mecanica relativamente ao choque

(5

¢) Um ensaio de sensibilidade mecénica relativamente a friccao

(1.

O método proporciona dados para se avaliar a possibilidade de se
iniciar uma explosdo por meio de diversos estimulos comuns. O
método ndo pretende garantir que uma substincia seja susceptivel
de explodir sob quaisquer condigdes.

O método ¢ apropriado para se determinar se uma substincia
representa perigo de explosdo (sensibilidade térmica e mecanica)
sob as condigdes particulares especificadas na directiva. Esse mé-
todo baseia-se em diversos tipos de aparelhos amplamente utiliza-
dos a escala internacional (1) e os quais proporcionam normal-
mente resultados significativos. Admite-se que o método nio ¢é
definitivo. E possivel utilizar aparelhos alternativos aos especifica-
dos desde que sejam internacionalmente aceites e desde que os
resultados possam ser adequadamente correlacionados com os
que se obtém com o aparelho especificado.

Nido ¢é necessario efectuar os ensaios quando existir informacao
termodinamica disponivel (por exemplo, calor de formagao, calor
de decomposico) e/ou a auséncia de diversos grupos reactivos (2)
na foérmula estrutural permitir concluir, para além de quaisquer
davidas razoaveis, que a substincia ¢ incapaz de sofrer decompo-
sicdo rapida com libertacdo de gases ou libertacdo de calor (isto &,
o material ndo representa qualquer risco de explos@o). No caso dos
liquidos ndo é necessario qualquer ensaio de sensibilidade meca-
nica relativamente a fricgdo.

DEFINICOES E UNIDADES

Explosivo:

Substancias que possam explodir sob o efeito de uma chama ou
que sejam sensiveis ao choque ou a fric¢do no aparelho especifi-
cado (ou que sejam mecanicamente mais sensiveis do que o 1,3-
-dinitrobenzeno num aparelho alternativo).

SUBSTANCIAS DE REFERENCIA

O 1,3-dinitrobenzeno, produto cristalino técnico, peneirado de
modo a poder passar por uma malha de 0,5 mm, no caso do
método por fricgdo e choque.

A perhidro-1,3,5-trinitro-1,3,5-triazina (RDX, hexogéneo, ciclonite
— CAS 121-82-4), cuja recristalizagdo ¢é feita a partir de uma
solucdo aquosa de ciclohexanona, peneirada a himido através de
uma malha de 250 pm e retida num peneiro de malha de 150 pum,
fazendo-se a secagem a 103 + 2 °C (durante 4 horas) para a
segunda série de ensaios de fricgdo e choque.
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1.4.

1.4.1.

1.4.2.

1.4.3.

14.4.

1.5.

1.6.
1.6.1.
1.6.1.1.

PRINCIPIO DO METODO

Sdo necessarios ensaios preliminares para se determinar as condi-
¢oes de seguranga para a realizagdo dos trés ensaios de
sensibilidade.

Seguranca na realizacdo dos ensaios (3)

Por razdes de seguranca, antes de se efectuarem os ensaios prin-
cipais submetem-se amostras muito pequenas (cerca de 10 mg) da
substancia a aquecimento em ambiente ndo confinado, com uma
chama de gas, a ac¢do de choque em qualquer aparelho conve-
niente e a accdo de fricgdo recorrendo a utilizagdo de um malhete
contra uma bigorna ou recorrendo a utilizagdo de qualquer ma-
quina de friccdo. O objectivo consiste em determinar se a subs-
tancia ¢ tdo sensivel e explosiva que os ensaios de sensibilidade
prescritos, particularmente o ensaio de sensibilidade térmica, de-
vam ser efectuados com precaugdes especiais de modo a evitar
ferimentos no operador.

Sensibilidade térmica

O método implica o aquecimento da substancia num tubo de ago,
tapado por placas perfuradas com furos de diferentes didmetros, no
sentido de se determinar se a substincia ¢ susceptivel de explodir
sob condigdes de aquecimento intenso e confinamento definido.

Sensibilidade mecénica (choque)

O método consiste em submeter a substdncia ao choque provocado
por uma massa determinada caindo de uma altura determinada.

Sensibilidade mecanica (fric¢ao)

O método consiste em submeter substancias solidas ou pastosas a
fric¢ao entre superficies normalizadas sob condi¢des especificas de
carga e de movimento relativo.

CRITERIOS DE QUALIDADE

Nao especificados.

DESCRICAO DO METODO
Sensibilidade térmica (efeito de uma chama)
Aparelho

O aparelho ¢ constituido por um tubo de aco nio reutilizavel com
o seu dispositivo de fecho reutilizavel (figura 1), instalado num
dispositivo de aquecimento e de protec¢do. Cada tubo ¢ constituido
por folha de ago de estiramento profundo (ver apéndice) e possui
um didmetro interno de 24 mm, um comprimento de 75 mm e
paredes com espessura de 0,5 mm. Os tubos possuem uma flange
na extremidade aberta para permitir que sejam fechados pelo corpo
da placa perfurada. Esse corpo é constituido por uma placa per-
furada resistente a pressdo, possuindo um furo central, presa fir-
memente a um tubo por meio de uma pega roscada de duas partes
(porca e manga roscada). A porca e a manga roscada sdo feitas de
aco de cromio e manganés (ver apéndice), que ndo produz faiscas
até a temperatura de 800 °C. As placas perfuradas possuem 6 mm
de espessura, sdo feitas de ago resistente ao calor (ver apéndice) e
encontram-se disponiveis com perfuragdes de diversos didmetros.
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1.6.1.2.

1.6.1.3.

Condigoes de ensaio

Normalmente ensaia-se a substincia tal como é recebida, embora
em alguns casos a substdncia apds trituragdo seja, por exemplo,
comprimida, moldada ou aglomerada por qualquer outra forma,
necessaria para o ensaio.

No caso dos solidos determina-se a massa de material a utilizar em
cada ensaio recorrendo a um procedimento experimental a seco em
dois andares. Enche-se com 9 cm® de substincia um tubo de tara
determinada e carrega-se a substdncia com uma forca de 80 N
aplicada a toda a secgfo transversal do tubo. Por razdes de segu-
ranga ou nos casos em que a forma fisica da amostra possa ser
modificada por compressdo, pode recorrer-se a outros procedimen-
tos de enchimento; por exemplo, se a substancia for muito sensivel
a fricgdo o enchimento pelo método de embuchar ndo é apro-
priado. Se o material for compressivel adiciona-se mais e
carrega-se enchendo-se o tubo até a distancia de 55 mm medida
a partir da parte superior. Determina-se a massa total utilizada para
encher o tubo até aquele nivel de 55 mm e adiciona-se mais duas
porgdes carregando-se qualquer delas com a forga de 80 N. De-
pois, ou se adiciona mais material ou se retira, conforme necessa-
rio, deixando o tubo cheio até ao nivel de 15 mm medidos a partir
da parte superior. Realiza-se uma segunda experiéncia a seco,
comegando com uma quantidade carregada correspondente a um
tergo da massa total determinada na primeira experiéncia a seco.
Adiciona-se mais duas por¢des dessas utilizando uma forca de 80
N e ajusta-se o nivel da substdncia no tubo até a distancia de
15 mm, medida desde a parte superior, por adigdo ou por subtrac-
¢do de material conforme necessario. A quantidade de soélido de-
terminada na segunda experiéncia a seco ¢ utilizada para cada
ensaio; o enchimento efectua-se com trés quantidades iguais, qual-
quer delas comprimida até ao volume de 9 cm® utilizando-se a
forga que for necessaria (isto pode ser facilitado utilizando anéis
espagadores).

Os liquidos e os geles sdo carregados no tubo até a altura de
60 mm tomando-se precaugdes particulares com os geles para se
evitar a formagdo de espagos ocos. Faz-se deslizar a manga ros-
cada pelo tubo, pela parte de baixo, insere-se a placa perfurada
apropriada e aperta-se a porca depois de se ter aplicado um pouco
de lubrificante a base de dissulfureto de molibdénio. E essencial
verificar que ndo haja quaisquer vestigios de substancia retida entre
a flange e a placa, ou nas roscas.

O aquecimento ¢ proporcionado por uma chama de gas propano
obtido em garrafa de gas industrial, equipada com um regulador de
pressdo (60 a 70 mbar), que passa através de uma valvula cali-
bradora e ¢ distribuido uniformemente (conforme indicado por
observagdo visual das chamas dos queimadores) a quatro queima-
dores através de um cano distribuidor. Os queimadores estdo lo-
calizados em torno da cdmara de ensaio conforme se mostra na
figura 1. Os quatro queimadores conjuntamente possuem um con-
sumo de aproximadamente 3,2 litros de propano por minuto. E
possivel utilizar outros queimadores e gases combustiveis alterna-
tivos mas o regime de aquecimento deve ser conforme especifi-
cado na figura 3. Para todos os aparelhos o regime de aquecimento
deve ser verificado periodicamente utilizando tubos cheios com
ftalato de dibutilo conforme se indica na figura 3.

Realizagdo dos ensaios

Cada ensaio ¢ efectuado até o tubo se fragmentar ou até o tubo ter
sido aquecido durante cinco minutos. Um ensaio que tenha como
consequéncia a fragmentagdo do tubo em trés ou mais partes, as
quais podem em alguns casos ser unidas umas as outras utilizando
estreitas fitas de metal, conforme se ilustra na figura 2, é conside-
rado do tipo explosivo. Um ensaio que tenha como consequéncia
menos fragmentos ou auséncia de fragmentagdo é considerado
como sendo do tipo ndo explosivo.
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1.6.1.4.

1.6.2.
1.6.2.1.

1.6.2.2.

Efectua-se primeiro uma série de trés ensaios com uma placa cujo
didmetro do orificio seja de 6,0 mm e se ndo se obtiver qualquer
explosdo efectua-se uma segunda série de trés ensaios com uma
placa cujo didmetro do orificio seja de 2,0 mm. Se ocorrer uma
explosdo durante quaisquer das séries de ensaio, ndo é necessario
efectuar mais ensaios.

Avaliagdo

Considera-se que o resultado do ensaio ¢ positivo se ocorrer uma
explosdo em qualquer das anteriores séries de ensaios.

Sensibilidade mecénica (choque)
Aparelho (figura 4)

As partes essenciais de um aparelho de martelo cadente tipico sdo
um bloco de ago moldado com base, bigorna, coluna, guias, mas-
sas cadentes, dispositivo de libertagdo e um suporte para a amostra.
A bigorna de ago de 100 mm (didmetro) x 70 mm (altura) é en-
roscada a parte superior de um bloco de ago de 230 mm (com-
primento) x 250 mm (largura) X 200 mm (altura) com uma base
moldada de 450 mm (comprimento) x 450 mm (largura) x 60 mm
(altura). Num suporte aparafusado a parte posterior do bloco de
aco prende-se uma coluna feita de tubo de ago estirado sem juntas.
Quatro parafusos prendem o aparelho a um sélido bloco de ci-
mento de 60 x 60 x 60 cm de tal modo que as guias sdo absolu-
tamente verticais ¢ a massa cadente cai livremente. Existem dis-
poniveis para utilizagdo massas de 5 e 10 kg, feitas de aco. A
cabega batente de cada massa é feita de ago duro, HRC 60 a
63, e possui um didmetro minimo de 25 mm.

A amostra de ensaio ¢ encerrada num dispositivo de choque cons-
tituido por dois cilindros de ago coaxiais, um sobre o outro, num
guia de aco cilindrico e oco. Os cilindros de aco deverdo possuir
um didmetro de 10 (- 0,003, - 0,005) mm e uma altura de 10 mm e
deverdo possuir superficies polidas, arestas arredondadas (raio de
curvatura de 0,5 mm) e uma dureza de HRC 58 a 65. O cilindro
oco deve possuir um didmetro externo de 16 mm, um furo polido
de 10 (+ 0,005, + 0,010) mm e uma altura de 13 mm. O disposi-
tivo de choque ¢ montado numa bigorna intermédia (26 mm de
didmetro e 26 mm de altura) feita de ago e centrada por um anel
com perfuragdes para permitir o escape dos fumos.

Condigoes de ensaio

O volume da amostra devera ser de 40 mm® ou um volume que se
ajuste a qualquer aparelho alternativo. As substincias no estado
solido deverfo ser testadas devidamente secas e preparadas do
modo seguinte:

a) As substancias pulverizadas sdo peneiradas (malha com dimen-
soes de 0,5 mm); toda a substdncia que passar pelo peneiro é
utilizada no ensaio;

b) As substancias comprimidas, moldadas ou aglomeradas por
qualquer outra forma s@o partidas em pequenas partes e penei-
radas; a frac¢do peneirada com didmetros compreendidos entre
0,5 e 1 mm ¢ usada no ensaio e devera ser representativa da
substancia original.

As substancias normalmente fornecidas em pasta deverdo ser en-
saiadas no estado seco, quando possivel, ou depois de remover a
quantidade maxima possivel de diluente. As substincias liquidas
sdo ensaiadas com o intervalo de 1 mm entre os cilindros de ago
superior e inferior.
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1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.3.
1.6.3.1.

1.6.3.2.

Realizagdo dos ensaios

Realiza-se uma série de seis ensaios deixando cair uma massa de
10 kg, de uma altura de 0,4 m (40 J). Se ocorrer uma explosido
durante os seis ensaios para o valor de 40 J deve realizar-se outra
série de seis ensaios deixando cair uma massa de 5 kg e de uma
altura de 0,15 m (7,5 J). Noutros aparelhos compara-se a amostra
com a substdncia de referéncia escolhida utilizando um procedi-
mento reconhecido (por exemplo, técnica de sobe-e-desce, etc.).

Avaliagdo

Considera-se positivo o resultado do ensaio se ocorrer uma explo-
s80 (o aparecimento siibito de uma chama e/ou uma repercussdo ¢é
equivalente a uma explosido) pelo menos uma vez em qualquer dos
ensaios com o aparelho de choque especificado ou considera-se
que a amostra ¢ mais sensivel do que o composto 1,3-dinitroben-
zeno ou RDX num ensaio de choque alternativo.

Sensibilidade mecénica (fric¢iio)
Aparelho (figura 5)

O aparelho de fric¢do é constituido por uma placa de base de aco
moldado sobre a qual se monta o dispositivo de fric¢do. Este ¢
constituido por uma cavilha de porcelana fixa e por uma placa de
porcelana moével. A placa de porcelana é suportada por uma ar-
magdo que desliza em duas guias. A armagdo ¢ ligada a um motor
eléctrico através de uma biela de ligagdo, um ressalto excéntrico e
uma engrenagem adequada de tal modo que a placa de porcelana
se move, uma vez apenas, para trds e para diante por baixo da
cavilha de porcelana numa distancia de 10 mm. A carga da cavilha
de porcelana ¢ de 120 a 360 newtons, por exemplo.

As placas lisas de porcelana sdo feitas de porcelana branca (rugo-
sidade de 9 a 32 um) e possuem as dimensdes de 25 mm (com-
primento) X 25 mm (largura) X 5 mm (altura). A cavilha cilindrica
de porcelana ¢ feita também de porcelana branca e tem 15 mm de
comprimento, possui um didmetro de 10 mm e na extremidade
esférica rugosa possui superficies com um raio de curvatura de
10 mm.

Condi¢ées de ensaio

O volume da amostra devera ser de 10 mm> ou um volume ajus-
tado a qualquer aparelho alternativo.

As substancias solidas sdo ensaiadas devidamente secas e prepa-
radas do modo seguinte:

a) As substincias pulverizadas sdo peneiradas (com malha de 0,5
mm); utiliza-se no ensaio toda a substincia que passe através
do peneiro;

b) As substancias comprimidas, moldadas ou aglomeradas por
qualquer outra forma sdo partidas em pegas pequenas e penei-
radas; utiliza-se para o ensaio a frac¢do peneirada de diametro
< 0,5 mm.

As substancias normalmente fornecidas em pasta deverdo ser en-
saidas no estado seco, quando possivel. Se a substincia ndo pode
ser preparada no estado seco, a pasta (depois de removida a quan-
tidade maxima possivel de diluente) é ensaiada na forma de uma
pelicula com 0,5 mm espessura, 2 mm de largura ¢ 10 mm de
comprimento preparada com uma matriz.
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1.6.3.3.

1.6.3.4.

Realizagdo dos ensaios

Coloca-se a cavilha de porcelana sobre a amostra submetida ao
ensaio e aplica-se a carga. Ao efectuar-se o ensaio, as marcas
esponjosas da placa de porcelana devem ficar transversais a direc-
¢do do movimento. Devem ser tomadas precaugdes para que a
cavilha se ajuste sobre a amostra, para que haja material de ensaio
suficiente sob a cavilha e também para que a placa se mova
correctamente sob a cavilha. Para as substancias pastosas
utiliza-se um calibrador com 0,5 mm de espessura e com uma
fenda de 2 x 10 mm para se aplicar a substancia a placa. A placa
de porcelana tem de se mover 10 mm para diante e para tras sob a
cavilha de porcelana no tempo de 0,44 segundos. Cada parte da
superficie da placa e da cavilha deve ser utilizada apenas uma vez;
as duas extremidades de cada cavilha servirdo para duas experién-
cias e as duas superficies de uma placa servirdo, cada uma delas,
para trés experiéncias.

Efectua-se uma série de seis ensaios com uma carga de 360 N. Se
ocorrer um evento positivo durante estes seis ensaios deve ser
efectuada outra série de seis ensaios com uma carga de 120 N.
Com outros aparelhos compara-se a amostra com a substincia de
referéncia escolhida utilizando um procedimento consagrado (por
exemplo, técnica de sobe-e-desce, etc.).

Avaliagdo

Considera-se positivo o resultado do ensaio se ocorrer uma explo-
sd0 (a crepitacdo e/ou uma repercussio ou o aparecimento subito
de uma chama s3o equivalentes a uma explosdo) pelo menos uma
vez em qualquer dos ensaios com o aparelho de fric¢do especifi-
cado ou se for satisfeito um critério equivalente num ensaio de
friccdo alternativo.

RESULTADOS

Em principio considera-se que uma substancia representa perigo de
explosdo no sentido da directiva se for obtido um resultado posi-
tivo no ensaio de sensibilidade térmica, de choque ou de fricgdo.

RELATORIO
RELATORIO DO ENSAIO

O relatério do ensaio devera conter, se possivel, a informagio
seguinte:

— identidade, composi¢do, pureza, teor em humidade, etc., da
substancia ensaiada,

— a forma fisica da amostra ¢ o facto eventual de ter sido tritu-
rada, quebrada e/ou peneirada,

— as observagdes durante os ensaios de sensibilidade térmica (por
exemplo, a massa da amostra, o nimero de fragmentos, etc.),

— as observagdes efectuadas durante os ensaios de sensibilidade
mecanica (por exemplo, a formagdo de quantidades considera-
veis de fumos ou a decomposi¢do completa sem repercussao,
chamas, faiscas, crepitagdo, etc.),

— os resultados de cada tipo de ensaio,

— no caso de se ter utilizado um aparelho alternativo, o relatorio
devera conter a justificagdo cientifica e também a evidéncia de
correlacdo entre os resultados obtidos com o aparelho especi-
ficado e os resultados obtidos com o aparelho equivalente,



02008R0440 — PT — 14.10.2024 — 010.001 — 69

3.2.

— quaisquer comentarios uteis tais como as referéncias em en-
saios com produtos idénticos e que possam ser relevantes para
uma interpretagdo adequada dos resultados,

— todas as observagdes adicionais relevantes para a interpretacdo
dos resultados.

INTERPRETAGCAO E AVALIACAO DOS RESULTADOS

O relatorio do ensaio devera mencionar quaisquer resultados que
sejam considerados falsos, anémalos ou nio representativos. Se for
necessario deduzir quaisquer dos resultados devera descrever-se
uma explicagdo e os resultados de ensaios alternativos ou com-
plementares. Salvo nos casos em que possa ser explicado um
resultado andémalo, deve aceitar-se o valor nominal e utilizar-se
esse valor para classificar a substancia em conformidade.
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Apéndice

Exemplo de especificacio de material para o ensaio de sensibilidade térmica
(ver DIN 1623)

(1) Tubo: especificagdo de material n® 1.0336.505 g.
(2) Placa perfurada: especificagdo de material n.° 1.4873
(3) Manga roscada e porca: especificagdo de material n.° 1.3817.

Figura 1
Aparelho para o ensaio da sensibilidade térmica

(Todas as dimensodes estdo em milimetros)

1

10 i
2
@ =T = 140x 140 —]
M 35:1,5 ® |
[ Diaea \

Figura 1a Tubo de ago e acessorios Figura 1b Dispositivo de aquecimento e
protecgéo

(1) tubo

(1a) flange exterior

(2) manga roscada; rosca de baixa fricgao

(7) 2 cabegas chatas para chave 36
(8) caixa a prova de estilhagos
) placa perfurada a = 2,0 ou 6,0 mm de diametro (9) 2 tirantes de suporte para tubo
) porcab =10 mm de diametro (10) tubo montado

(5) superficie chanfrada (11) posicéo do queimador posterior: os outros
) 2 cabegas chatas para chave 41 queimadores estao visiveis

(12) jacto orientador
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Figura 2

Ensaio de sensibilidade térmica

Exemplos de fragmentagdo

Exploséao Explosdo

Exploséo Exploséo
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Figura 3

Calibracio da taxa de aquecimento para o ensaio da sensibilidade térmica

350

300

250 /

200 [

150

Temperatura (°C)

100

50 Z
»-—/

0 20 40 0 80

6
Tempo (s)

Curva de temperatura/tempo obtida ao aquecer-se ftalato de dibutilo (27 cm3)
num tubo fechado (placa com orificio de 1,5 mm) utilizando gas propano com o
débito de 3,2 litros/minuto. Mede-se a temperatura com um termopar de 1 mm de
diametro feito de cromio/aluminio revestido com ago inoxidavel, colocado cen-
tralmente 43 mm sob o aro do tubo. A taxa de aquecimento entre 135 °C e
285 °C devera estar compreendida entre 185 e 215 K/minuto.

100
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Figura 4

Aparelho para o ensaio de choque

(Todas as dimensdes estio em milimetros)

o [T
-t \\
& 'g‘ —<:\
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® ! ®
L 1 X N ’ ! /{
Figura 4a Martelo cadente, algado e vista geral Figura 4b Martelo cadente, parte lateral vista
lateral,
(1) base, 450 x 450 x 60 (8) escala graduada
(2) bloco de aco, 230 x 250 x 200 (9) martelo cadente (massa cadente)
(3) bigorna, 100 de diametro x 70 (10) dispositivo de sustentagao e de
(4) coluna libertagéo
(5) componente transversal médio (11) placa de fixagdo
(6) 2 guias (12) bigorna intermédia (permutavel), 26 de
(7) armario denteado diametro x 26

(13) anel de fixagado com orificios
(14) dispositivo de impacte
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Figura 4

Continuacio

+0,005
109 | 0,010

1

@T—/Ji_
|

13 7
7

l‘——lé‘@ —-l

Figura 4c Dispositivo para o ensaio
de choque de substancias
pulverizadas ou pastas

Figura 4d Dispositivo para o ensaio de
choque de substancias liquidas

(1) cilindros de ago [—wzu

(2) anel guia para os cilindros de ago | : l / ©
(3) anel de fixagdo com orificios 9 g B ®
a) secgdo vertical LA 4
b) planta 16 i KE%
(4) anel de borracha ] [ sl
I

(5) substancia liquida (40 mm3)
(6) espaco livre de liquido

Figura 4e Martelo (massa cadente de 5 kg)

(1) espigdo de suspensao

(2) marcador de altura

(3) sulco de fixagao

(4) cabecga de impacte cilindrica
(5) lingueta de ricochete
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Figura 5

Sensibilidade a friccio: aparelho

@
2 /°
&= — @
-
[ -
— ~J
= o
T | PR O—— .
Figura 5a Aparelho de fricgdo: algado e planta Figura 5b Posigéo de arranque da cavilha na
amostra
(1) base de ago (6) suporte da cavilha
(2) carro moével (7) brago de carga
(3) placa de porcelana, 25 x 25 x 5 mm, presaao  (8) contrapeso
carro (9) interruptor
(4) cavilha fixa de porcelana, 10 mm de (10) roda para alinhar o carro na posigéo de
diametro x 15 mm partida

(5) amostra de ensaio, aproximadamente 10 mm?  (11) saida para o motor eléctrico
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A.15. TEMPERATURA DE AUTO-IGNICAO (LIQUIDOS E GASES)

A descri¢do completa deste método de ensaio foi suprimida. O método de ensaio
internacional equivalente ou outros métodos de ensaio aplicaveis ao parametro
em questdo constam do quadro 1 da parte 0.
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A.16. TEMPERATURA DE AUTO-IGNICAO RELATIVA PARA OS
SOLIDOS

A descrigdo completa deste método de ensaio foi suprimida. O método de ensaio
internacional equivalente ou outros métodos de ensaio aplicaveis ao parametro
em questdo constam do quadro 1 da parte 0.



02008R0440 — PT — 14.10.2024 — 010.001 — 78

A.l7. PROPRIEDADES OXIDANTES (SOLIDOS)

A descri¢do completa deste método de ensaio foi suprimida. O método de ensaio
internacional equivalente ou outros métodos de ensaio aplicaveis ao parametro
em questdo constam do quadro 1 da parte 0.
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1.1.

1.2.

MASSA MOLECULAR MEDIA EM FUNCAO DO NUMERO
DE MOLES E DISTRIBUICAO DA MASSA MOLECULAR
EM POLIMEROS

METODO

O presente método, que utiliza a cromatografia de permeacdo em
gel (GPC), ¢ idéntico ao método OCDE TG 118 (1996). Os respec-
tivos fundamentos e outras informagdes técnicas sdo apresentados na
referéncia (1).

INTRODUCAO

Tendo em conta a diversidade das propriedades dos biopolimeros,
torna-se impossivel descrever um Unico método que estabelega de
modo preciso as condigdes de separagdo e avaliagdo dos mesmos,
abrangendo todas as possibilidades e especificidades. Muitos siste-
mas poliméricos complexos, nomeadamente, ndo sdo analisaveis por
cromatografia de permeagdo em gel. Nos casos em que o recurso a
esta técnica ndo se afigure vidvel, a massa molecular pode ser de-
terminada através de outros métodos (ver apéndice), devendo
documentar-se e justificar-se a op¢do utilizada.

O método descrito baseia-se na norma DIN 55672 (1); esta Gltima
contém informagdes pormenorizadas sobre o0 modo de execugdo do
ensaio e a avaliagdo dos respectivos resultados. Caso seja necessario
alterar determinadas condi¢des do processo experimental, deve
apresentar-se a devida justificacdo. Podem utilizar-se outras normas,
na condi¢@o de apresentar as respectivas referéncias. O método des-
crito utiliza, para fins de calibragdo, amostras de poliestireno de
polidispersibilidade conhecida, podendo ser necessario efectuar alte-
ragdes de modo a torna-lo adequado a determinados polimeros, no-
meadamente polimeros hidrossoluveis e polimeros reticulados de
cadeia longa.

DEFINICOES E UNIDADES

A massa molecular média em fung¢do do nimero de moles, M,, ¢ a
massa molecular média relativa a massa das espécies, My, sdo de-
terminadas por recurso as equagoes:

n

ZH,- iHi x M;
=

M, =—=" M, =

n n
> H/M; D
i=1 i=1
em que:

H; ¢ a intensidade do sinal do detector correspondente ao volume de
retengdo V;, contado a partir da linha de base,

M; ¢ a massa molecular da frac¢do do polimero correspondente ao
volume de retengdo V; e

n ¢ o nimero de pontos obtidos experimentalmente.

A amplitude da distribui¢do de massas moleculares, que constitui
uma medida da dispersibilidade do sistema, é dada pelo quociente
M,,/M,
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1.3.

SUBSTANCIAS DE REFERENCIA

Uma vez que a cromatografia de permeacdo em gel constitui um
método relativo, deve efectuar-se uma calibracdo. Para tal, podem
utilizar-se padrdes de poliestireno de cadeia linear, com uma distri-
buicdo limitada, e massas moleculares médias (M, e M,,) e distri-
buicdo de massas moleculares conhecidas. A curva de calibragdo
apenas pode ser utilizada na determinacdo da massa molecular da
amostra desconhecida caso as condi¢des de separagdo da referida
amostra ¢ dos padrdes tenham sido seleccionadas de modo idéntico.

Uma determinada relagdo entre a massa molecular ¢ o volume de
eluicdo apenas é valida nas condi¢des especificas de cada ensaio.
Estas ultimas incluem, nomeadamente, a temperatura, o tipo de sol-
vente (ou mistura de solventes), as condi¢des cromatograficas e a
coluna ou sistema de colunas de separagéo.

As massas moleculares da amostra determinadas pelo método em
causa constituem valores relativos, sendo designadas «massas mole-
culares em equivalentes de poliestireno». Tal facto significa que as
massas moleculares podem apresentar desvios relativamente aos va-
lores absolutos em fung@o das diferengas estruturais e quimicas entre
a amostra e os padrdes. Caso se utilizem outros padrdes, nomeada-
mente polietilenoglicol, 6xido de polietileno, metracrilato de polime-
tilo ou acido poliacrilico, devem justificar-se os motivos.

PRINCIPIO DO METODO DE ENSAIO

A determinagdo da distribuigdo das massas moleculares, bem como
das massas moleculares médias da amostra (M,, My,), pode fazer-se
por recurso a cromatografia de permeagao em gel, que consiste numa
variante da cromatografia liquida em que a amostra ¢ separada em
fun¢do dos volumes hidrodindmicos dos diversos componentes (2).

A separagdo ¢ efectuada por passagem através de uma coluna cujo
enchimento consiste num material poroso, de modo geral um gel
organico. As moléculas de dimensdes mais reduzidas passam através
dos poros, sendo as restantes excluidas. A fixacdo das moléculas de
maiores dimensdes €, pois, menor, sendo eluidas em primeiro lugar.
As moléculas de dimensdes médias passam através de alguns poros,
sendo eluidas numa fase posterior. Finalmente, as moléculas de
dimensdes mais reduzidas, que possuem um raio hidrodinamico in-
ferior ao dos poros do gel, penetram estes tltimos, sendo eluidas em
ultimo lugar.

Em condi¢Ges ideais, a separagdo ¢ determinada apenas pelas dimen-
soes das moléculas, embora, na pratica, seja dificil evitar algumas
interferéncias devidas a adsor¢do. A ndo uniformidade do enchi-
mento e a existéncia de volumes mortos poderdo induzir problemas
complementares (2).

A detecc@o pode ser efectuada com base no indice de refrac¢do ou
por absor¢do no ultravioleta, originando uma curva de distribuicdo
simples. Todavia, de modo a atribuir valores de massa molecular aos
varios pontos da curva, é necessario efectuar uma calibragdo por
recurso a polimeros de massa molecular conhecida e, se possivel,
de estrutura similar, nomeadamente padrdes de poliestireno. A curva
resultante da representacdo grafica da quantidade, em massa, das
diversas espécies eluidas em func¢do do logaritmo da massa molecu-
lar deve exibir uma distribuicdo de Gauss, por vezes distorcida por
uma ligeira assimetria na regido das massas moleculares mais
reduzidas.
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1.5.

1.6.
1.6.1.

1.6.2.

1.6.3.

CRITERIOS DE QUALIDADE

A repetibilidade (desvio-padrio relativo) do volume de eluigdo deve
ser superior a 0,3 %. Se um cromatograma elaborado em fungao do
tempo ndo corresponder aos critérios supra, deve assegurar-se a
necessaria repetibilidade da analise mediante correc¢do por recurso
a um padrdo interno (1). As polidispersdes dependem da massa
molecular de cada padrio. No caso da utilizagdo de padres de
poliestireno, os valores caracteristicos sdo os seguintes:

M, < 2 000 M/M, < 1,20
2000 <M, < 10° M,/M, < 1,05
M, > 10° M,/M, < 1,20

em que M, representa a massa molecular do padrdo correspondente
ao maximo do pico.

DESCRICAO DO METODO DE ENSAIO
Preparacao das solu¢des-padriao de poliestireno

Os padroes de poliestireno sdo dissolvidos, com agitagdo, no eluente
escolhido. Na preparagdo das solucdes devem ter-se em conta as
recomendacdes do fabricante.

As concentragdes dos padroes dependem de varios factores, nomea-
damente o volume de injecgdo, a viscosidade da solugdo e a sensi-
bilidade do detector. Deve adaptar-se o volume de injec¢do maximo
ao comprimento da coluna, de modo a evitar uma sobrecarga. Os
volumes de injecgdo caracteristicos de separagdes analiticas por cro-
matografia de permeagdo em gel com uma coluna de 30 cm x 7,8
mm situam-se, de modo geral, entre 40 e 100 pl. E possivel injectar
volumes superiores, que ndo devem, contudo, exceder 250 pl. Antes
de calibrar a coluna, deve determinar-se o racio adequado volume de
injecgdo/concentragdo.

Preparacao da solucio de amostra

De modo geral, as condigdes atras referidas sdo também aplicaveis a
preparagdo das solugdes de amostra. Esta tltima ¢ dissolvida num
solvente adequado, nomeadamente tetra-hidrofurano (THF), sob agi-
tacdo cuidadosa. Em caso algum deverd utilizar-se um banho de
ultra-sons. Se necessario, a solugdo de amostra pode ser purificada
por passagem através de um filtro de membrana, cujos poros deve-
rdo ter dimensdes compreendidas entre 0,2 e 2 um.

Deve referir-se no relatorio final a eventual presenga de particulas
nao dissolvidas, que poderdo conter espécies de massa molecular
superior. Deve utilizar-se um método adequado para determinar a
percentagem ponderal das particulas em causa. As solugdes devem
ser utilizadas nas 24 horas subsequentes a sua preparagao.

Equipamento

— Reservatorio de solvente,

— desgaseificador (se adequado),

— bomba,
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1.6.4.

1.6.5.

1.6.6.

— amortecedor de pulsagdes (se adequado),

— sistema de injecgdo,

— colunas cromatograficas,

— detector,

— medidor de caudal (se adequado),

— sistema de registo e processamento de dados,
— recipiente para residuos.

Deve assegurar-se o cardcter inerte do sistema cromatografico em
relacdo aos solventes utilizados (nomeadamente no caso da utiliza-
¢do de capilares de aco com THF).

Sistema de injecciio e de aporte de solvente

Introduz-se na coluna um determinado volume de solugdo de amos-
tra, manualmente ou por intermédio de um amostrador automatico,
numa zona bem definida. No caso da introdugdo manual, a com-
pressdo do émbolo ou a retirada da seringa demasiado rapidas po-
derdo determinar alteragdes na distribuicdo de massas moleculares
obtida. O sistema de aporte de solvente deve ser uniforme, recor-
rendo, se possivel, a um amortecedor de pulsagdes. O caudal deve
ser da ordem de 1 ml/min.

Coluna

Em fung@o do tipo de amostra, os polimeros sdo analisados por
recurso a uma unica coluna ou a diversas colunas ligadas em série.
Encontram-se disponiveis nos circuitos comerciais colunas de mate-
riais porosos com propriedades (por exemplo, dimensdes dos poros,
limites de exclus@o) bem definidas. A selec¢do do gel a utilizar, bem
como do comprimento da coluna, depende das propriedades da
amostra (volumes hidrodinamicos, distribui¢do das massas molecu-
lares) e das condi¢des especificas de separagdo, nomeadamente o
tipo de solvente utilizado, a temperatura e o caudal (1) (2) (3).

Pratos teoricos

Deve caracterizar-se a coluna ou sistema de colunas a utilizar na
separacdo pelo respectivo nimero de pratos tedricos. No caso da
utilizacdo de THF como solvente de elui¢do, introduzir uma solugio
de etilbenzeno ou outro soluto apolar adequado numa coluna de
comprimento conhecido. O numero de pratos teoéricos ¢ dado pela
equacao:

2 2
Ve Ve
N = 5,54 ou N=16 >
Wi w

em que:
N = representa o numero de pratos teodricos,
V. = representa o volume de elui¢do correspondente a0 maximo

do pico,
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1.6.7.

1.6.8.

1.6.9.

W = representa a largura da base do pico,

Wiy, = representa a largura do pico a meia altura.

Eficiéncia de separacao

Além do numero de pratos tedricos, que determina a largura das
bandas, a eficiéncia de separagdo, obtida a partir do declive da curva
de calibracdo, desempenha também um papel importante. A eficién-
cia de separagdo de uma coluna ¢ dada por:

Vem, — Ve (1omy) > 6.0 cm’
seccdo transversal da coluna — cm?
em que:
Ve, m, = representa o volume de eluigdo de uma frac¢do de po-

liestireno com massa molecular M, ¢

Veom,) = representa o volume de eluigdo de uma fracgdo de po-
liestireno com massa molecular dez vezes superior.

A resolugdo do sistema ¢ geralmente definida do seguinte modo:

Vel - Ve2 1
X
W, + W, logio(M2/M;)

R]yg =2 x

em que:

V.1, Veo = representam os volumes de eluicdo dos dois padrdes de
poliestireno, correspondentes a0 maximo dos picos,

Wi, W, = representam a largura da base dos picos, e

M;, M, = representam as massas moleculares correspondentes aos
maximos dos picos, devendo diferir num factor de 10.

O valor R do sistema de colunas deve ser superior a 1,7 (4).

Solventes

Todos os solventes devem possuir um elevado grau de pureza (no
caso do THF, o grau de pureza deve ser de 99,5 %). As dimensdes
do reservatorio de solvente (que pode, se necessario, encontrar-se
sob atmosfera inerte) devem ser suficientes para permitir a calibragdo
da coluna e a realizagdo de diversas analises. O solvente deve ser
desgaseificado antes da sua introdugdo na coluna por intermédio da
bomba.

Controlo da temperatura

A temperatura dos componentes criticos internos (septo de injeccdo,
colunas, detector, tubagens) deve ser constante e adequada ao sol-
vente escolhido.
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1.6.10.

2.2.

2.2.1.

Detector

A fungdo do detector consiste no registo quantitativo da concentra-
¢do da amostra eluida da coluna. De modo a evitar o alargamento
dos picos, o volume da célula de deteccdo deve ser tdo reduzido
quanto possivel, ndo devendo exceder 10 pl, excepto no caso dos
detectores de difusdo de radiagdes e de viscosidade. O método de
detecgdo mais corrente consiste na refractometria diferencial. Toda-
via, se as propriedades especificas da amostra ou do solvente de
eluicdo o justificarem, podem utilizar-se outros tipos de detectores,
nomeadamente de radiagdo ultravioleta/visivel, infravermelha e de-
tectores de viscosidade.

RESULTADOS E SUA APRESENTACAO
RESULTADOS

Para pormenores sobre os critérios de avaliagdo, bem como no que
respeita as exigéncias em matéria de recolha e processamento de
dados, deve consultar-se a norma DIN relevante (1).

Devem efectuar-se duas analises independentes e individuais de cada
amostra.

Em cada analise, devem determinar-se os parametros M;, M,
M,/M,, e M,,. Deve indicar-se explicitamente que os valores deter-
minados constituem valores relativos equivalentes a massa molecular
do padrao utilizado.

Apos a determinagdo dos volumes de retengdo ou tempos de reten-
¢do (eventualmente corrigidos por recurso a um padrdo interno),
representa-se graficamente o logaritmo de M, (valor correspondente
ao maximo do pico relativo ao padrio de calibragdo) em fungdo de
um dos parametros referidos. Sdo necessarios pelo menos dois pon-
tos de calibracdo por década de massas moleculares e pelo menos
cinco pontos para a curva total, que deve abranger a massa molecu-
lar estimada da amostra. A extremidade da curva de calibragdo cor-
respondente as massas moleculares mais reduzidas ¢ definida pelo
n-hexilbenzeno ou outro solvente apolar adequado. As massas mo-
leculares relativas ao ntimero de moles e a massa das espécies sdo,
em geral, obtidas por processamento electronico dos dados, com
base nas féormulas que se apresentam no ponto 1.2. Caso se recorra
ao tratamento manual dos mesmos, pode consultar-se a norma
ASTM D 3536-91 (3).

Deve apresentar-se a distribuigdo na forma de quadro ou de grafico
(percentagem da soma ou do diferencial da frequéncia em fungéo de
log M). Na representacao grafica, uma década de massas moleculares
deve corresponder a cerca de 4 cm, devendo a altura maxima dos
picos ser de cerca de 8 cm. No caso de curvas de distribuicdo
integral, a diferenga entre 0 e 100 % deve corresponder a cerca de
10 cm.

RELATORIO

O relatorio do ensaio deve incluir as seguintes informagdes:

Substincia em estudo

— Dados disponiveis sobre a substancia em estudo (identidade,
aditivos, impurezas),
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2.2.2.

223.

descri¢io do tratamento da amostra, observacdes, problemas
surgidos.

Equipamento

Reservatorio de eluente, gas inerte, desgaseificagdo do eluente,
composicdo do eluente, impurezas,

bomba, amortecedor de pulsagdes, sistema de injecgio,

colunas de separagdo (fabricante, todas as informagdes disponi-
veis sobre as caracteristicas das colunas, nomeadamente dimen-
soes dos poros, tipo de material utilizado, numero, comprimento
e ordem de utilizagdo das colunas),

nimero de pratos tedricos da coluna ou sistema de colunas;
eficiéncia de separagdo (resolugdo do sistema),

informagdes relativas a simetria dos picos,

temperatura da coluna, tipo de controlo da temperatura utilizado,

detector (principio utilizado, tipo, volume da célula),

medidor de caudal, se utilizado (fabricante, principio utilizado),

sistema de registo e processamento dos dados (equipamento e
suporte 16gico).

Calibracio do sistema

Descrigao pormenorizada do método utilizado para obter a curva
de calibragdo,

informagdes relativas aos critérios de qualidade aplicaveis ao
método (por exemplo, coeficiente de correlagdo, erro quadratico
médio, etc.),

informagdes relativas as extrapolagdes, hipdteses e aproximagoes
efectuadas no decurso do processo experimental, bem como da
avaliagdo e processamento dos dados,

devem apresentar-se na forma de quadro os dados utilizados para
a obtencdo da curva de calibragdo, incluindo, para cada ponto de
calibragdo, as seguintes informagdes:

— nome da amostra,

fabricante da amostra,

valores de M;,, M,,, My, M/M,, caracteristicos dos padrdes,
fornecidos pelo fabricante ou obtidos em determinagdes pos-
teriores, bem como pormenores sobre o método de determi-
nagdo utilizado,

volume de injecg¢do e concentragdo da substincia injectada,
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2.2.4.

— valor de M, utilizado para a calibragao,

— volume de elui¢do ou tempo de retengdo corrigido correspon-
dentes ao maximo dos picos,

— valores de M,, correspondentes a0 maximo dos picos,

— percentagem de erro dos valores de M,, calculados e do valor
de calibrag@o.

Avaliagao

— Auvaliagdo com base no tempo: métodos utilizados para assegurar
a reprodutibilidade requerida (método de correcgdo, padrdo in-
terno, etc.),

— informagdes que indiquem se a avaliagdo foi efectuada com base
no volume de elui¢do ou no tempo de retengdo,

— informagdes sobre os limites de avaliagdo, caso um pico ndo seja
totalmente analisado,

— descricdo dos eventuais métodos de nivelamento de dados
utilizados,

— processos de preparagdo e tratamento prévio da amostra,
— eventual presenga de particulas ndo dissolvidas,

— volume de injecg@o (expresso em pl) e concentragdo de injeccdo
(expressa em mg/ml),

— observagdes que indiquem efeitos susceptiveis de induzir desvios
relativamente as condigdes cromatograficas ideais,

— descrigdo pormenorizada das alteragdes aos procedimentos de
ensaio,

— pormenores relativos as margens de erro,

— quaisquer outras informagdes e observagdes que possuam impor-
tancia para a interpretagdo dos resultados.
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Apéndice

Exemplos de outros métodos de determinacio da massa molecular média em
funcdo do nimero de moles (M,) em polimeros

A cromatografia de permea¢do em gel constitui o0 método mais indicado para a
determinagdo de M,,, em especial sempre que se encontre disponivel uma série de
padrdes com estrutura idéntica a do polimero a analisar. Todavia, nos casos em
que o recurso aquela técnica apresente dificuldades praticas ou em que se preveja
que a substdncia em causa ndo satisfaz um critério regulamentar em matéria de
M,,, sendo necessario confirmar tal facto podem aplicar-se métodos alternativos,

nomeadamente:
1. Utilizagcdo das propriedades coligativas
1.1. Ebulioscopia/crioscopia:

estas técnicas baseiam-se, respectivamente, na determinagdo do au-
mento do ponto de ebulicdo e do abaixamento do ponto de conge-
lagdo de um solvente induzidos pela adi¢do do polimero. O principio
do método consiste no facto de os efeitos do polimero dissolvido no
ponto de ebuli¢do ou de congelagdo do solvente dependerem da
massa molecular do polimero (1) (2).

Aplicabilidade: M,, < 20 000

1.2. Abaixamento da pressdo de vapor:

esta técnica baseia-se na medi¢do da pressdo de vapor de um liquido
de referéncia antes e apds a adicdo de determinadas quantidades do
polimero (1) (2).

Aplicabilidade: M,, < 20 000 (em teoria; na pratica, o valor ¢ limi-
tado).

1.3. Osmometria de membrana:

esta técnica baseia-se no principio da osmose, isto ¢, da tendéncia
natural das moléculas de solvente de passarem, através de uma mem-
brana semipermeavel, de uma solucdo diluida para uma solucdo
concentrada, até atingir o equilibrio. No ensaio em causa, a concen-
tragdo da solugdo diluida é nula, enquanto que a solugdo concentrada
contém o polimero. A passagem do solvente através da membrana
determina uma diferenca de pressdo dependente da concentragdo e
da massa molecular do polimero (1) (3) (4).

Aplicabilidade: valores de M, compreendidos entre 20000 e
200 000.

1.4. Osmometria de fase de vapor:

esta técnica baseia-se na comparagdo da velocidade de evaporagdo
de um aerossol de solvente puro com a velocidade de evaporagao de,
no minimo, trés aerossois que contém o polimero em concentragdes
diversas (1) (5) (6).

Aplicabilidade: M,, < 20 000
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Anilise dos grupos terminais

A utilizagdo deste método implica o conhecimento simultaneo da
estrutura global do polimero e da natureza dos grupos terminais,
distinguiveis da cadeia principal por recurso a técnicas tais como a
ressondncia magnética nuclear, a titulagdo ou a formagdo de deriva-
dos. Com base na determinag@o da concentragdo molecular dos gru-
pos terminais presentes no polimero, pode obter-se a respectiva
massa molecular (7) (8) (9).

Aplicabilidade: M,, ndo superior a 50 000 (com fiabilidade decres-
cente).
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1.1.

1.2.

TEOR EM POLIMEROS DE BAIXA MASSA MOLECULAR

METODO

O presente método, que utiliza a cromatografia de permeacdo em
gel, ¢ idéntico ao método OCDE TG 119 (1996). Os respectivos
fundamentos e outras informacdes técnicas sdo apresentados nas
referéncias.

INTRODUCAO

Tendo em conta a diversidade das propriedades dos biopolimeros,
torna-se impossivel descrever um unico método que estabeleca de
modo preciso as condigdes de separagdo e avaliagdo dos mesmos,
abrangendo todas as possibilidades e especificidades. Muitos siste-
mas poliméricos complexos, nomeadamente, ndo sdo analisaveis por
cromatografia de permeagdo em gel (GPC). Nos casos em que o
recurso a esta técnica ndo se afigure vidvel, a massa molecular pode
ser determinada através de outros métodos (ver apéndice), devendo
documentar-se e justificar-se a opgao utilizada.

O método descrito baseia-se na norma DIN 55672 (1); esta ultima
contém informagdes pormenorizadas sobre o modo de execucgdo do
ensaio ¢ a avaliagdo dos respectivos resultados. Caso seja necessario
alterar determinadas condi¢cdes do processo experimental, deve
apresentar-se a devida justificagdo. Podem utilizar-se outras normas,
na condi¢@o de apresentar as respectivas referéncias. O método des-
crito utiliza, para fins de calibragdo, amostras de poliestireno de
polidispersibilidade conhecida, podendo ser necessario efectuar alte-
ragcdes de modo a tornd-lo adequado a determinados polimeros,
nomeadamente polimeros hidrossoliiveis e polimeros reticulados de
cadeia longa.

DEFINICOES E UNIDADES

Por convengdo, considera-se baixa uma massa molecular inferior a
1 000 dalton.

A massa molecular média em fungdo do numero de moles, M,, € a
massa molecular média relativa a massa das espécies, My, sdo
determinadas por recurso as equagdes:

n

n
Z H; Z H; x M;
i=1

M, ==L M, =

n n
> H/M; >_H
i=1 i=l

em que:

H; = ¢ a intensidade do sinal do detector correspondente ao vo-
lume de retengdo Vj, contado a partir da linha de base,

M; = ¢ a massa molecular da frac¢do do polimero correspondente
ao volume de reteng@o V;, e n é o niimero de pontos obtidos
experimentalmente.

A amplitude da distribuicdo de massas moleculares, que constitui
uma medida da dispersibilidade do sistema, ¢ dada pelo quociente
M,,/M,,.
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1.3.

SUBSTANCIAS DE REFERENCIA

Uma vez que a cromatografia de permeacdo em gel constitui um
método relativo deve efectuar-se uma calibragdo. Para tal, podem
utilizar-se padrdes de poliestireno de cadeia linear, com uma dis-
tribui¢do limitada, e massas moleculares médias (M,, ¢ M,,) e dis-
tribuicdo de massas moleculares conhecidas. A curva de calibragéo
apenas pode ser utilizada na determinagdo da massa molecular da
amostra desconhecida caso as condigdes de separagdo da referida
amostra e dos padrdes tenham sido seleccionadas de modo idéntico.

Uma determinada relacdo entre a massa molecular e o volume de
eluicdo apenas ¢ valida nas condigdes especificas de cada ensaio.
Estas tltimas incluem, nomeadamente, a temperatura, o tipo de
solvente (ou mistura de solventes), as condigdes cromatograficas e
a coluna ou sistema de colunas de separagéo.

As massas moleculares da amostra determinadas pelo método em
causa constituem valores relativos, sendo designadas «massas mo-
leculares em equivalentes de poliestireno». Tal facto significa que as
massas moleculares podem apresentar desvios relativamente aos va-
lores absolutos em fungdo das diferengas estruturais e quimicas entre
a amostra e os padrdes. Caso se utilizem outros padrdes, nomeada-
mente polietilenoglicol, 6xido de polietileno, metracrilato de poli-
metilo ou acido poliacrilico, devem justificar-se os motivos.

PRINCIPIO DO METODO DE ENSAIO

A determinagdo da distribuigdo das massas moleculares, bem como
das massas moleculares médias da amostra (M, M), pode fazer-se
por recurso a cromatografia de permeagdo em gel, que consiste numa
variante da cromatografia liquida em que a amostra é separada em
fung@o dos volumes hidrodindmicos dos diversos componentes (2).

A separagdo ¢ efectuada por passagem através de uma coluna cujo
enchimento consiste num material poroso, de modo geral um gel
organico. As moléculas de dimensdes mais reduzidas passam através
dos poros, sendo as restantes excluidas. A fixagdo das moléculas de
maiores dimensdes €, pois, menor, sendo eluidas em primeiro lugar.
As moléculas de dimensdes médias passam através de alguns poros,
sendo eluidas numa fase posterior. Finalmente, as moléculas de
dimensdes mais reduzidas, que possuem um raio hidrodindmico
inferior ao dos poros do gel, penetram estes ultimos, sendo eluidas
em ultimo lugar.

Em condicdes ideais, a separacdo ¢ determinada apenas pelas di-
mensdes das moléculas, embora, na pratica, seja dificil evitar algu-
mas interferéncias devidas a absorg¢do. A ndo uniformidade do en-
chimento e a existéncia de volumes mortos poderdo induzir proble-
mas complementares (2).

A detecgido pode ser efectuada com base no indice de refracgdo ou
por absor¢do no ultravioleta, originando uma curva de distribuicdo
simples. Todavia, de modo a atribuir valores de massa molecular
aos varios pontos da curva, é necessario efectuar uma calibragdo por
recurso a polimeros de massa molecular conhecida e, se possivel, de
estrutura similar, nomeadamente padrdes de poliestireno. A curva
resultante da representacdo grafica da quantidade, expressa em
massa, das diversas espécies eluidas em fungdo do logaritmo da
massa molecular deve exibir uma distribuicdo de Gauss, por vezes
distorcida por uma ligeira assimetria na regido das massas molecu-
lares mais reduzidas.
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L.5.

1.6.
1.6.1.

1.6.2.

O teor de espécies de baixa massa molecular é determinado a partir
da curva. O respectivo calculo preciso depende da reproducdo do
comportamento do polimero por parte das referidas espécies, por
unidade de massa.

CRITERIOS DE QUALIDADE

A repetibilidade (desvio-padrdo relativo) do volume de elui¢do deve
ser superior a 0,3 %. Se um cromatograma elaborado em funcdo do
tempo ndo corresponder aos critérios supra deve assegurar-se a
necessaria repetibilidade da analise mediante correcgdo por recurso
a um padrdo interno (1). As polidispersdes dependem da massa
molecular de cada padrdo. No caso da utilizacdo de padrdes de
poliestireno, os valores caracteristicos sdo os seguintes:

M, < 2000 M/M, < 1,20
2000 <M, < 10° M,/M, < 1,05
M, > 10° M,/M, < 1,20

(M,, representa a massa molecular do padrdo correspondente ao
maximo do pico).

DESCRICAO DO METODO DE ENSAIO
Preparacdo das solucdes-padrio de poliestireno

Os padroes de poliestireno sdo dissolvidos, com agitagdo, no eluente
escolhido, tendo em conta as recomendagdes do fabricante.

As concentra¢des dos padrdes dependem de varios factores, nomea-
damente o volume de injecgdo, a viscosidade da solugdo e a sensi-
bilidade do detector. Deve adaptar-se o volume de injec¢do maximo
ao comprimento da coluna, de modo a evitar uma sobrecarga. Os
volumes de injec¢do caracteristicos de separagdes analiticas por
cromatografia de permeagdo em gel com uma coluna de 30 cm x
7,8 mm situam-se, de modo geral, entre 40 e¢ 100 pl. E possivel
injectar volumes superiores, que ndo devem, contudo, exceder 250
ul. Antes de calibrar a coluna, deve determinar-se o racio adequado
volume de injecgao/concentragao.

Preparagdo da solucio de amostra

De modo geral, as condigdes atras referidas sdo também aplicaveis a
preparagdo das solugdes de amostra. Esta ultima ¢ dissolvida num
solvente adequado, nomeadamente tetra-hidrofurano (THF), sob agi-
tacdo cuidadosa. Em caso algum devera utilizar-se um banho de
ultra-sons. Se necessario, a solu¢do de amostra pode ser purificada
por passagem através de um filtro de membrana, cujos poros deve-
rdo ter dimensdes compreendidas entre 0,2 € 2 um.

Deve referir-se no relatorio final a eventual presenca de particulas
ndo dissolvidas, que poderdo conter espécies de massa molecular
superior. Deve utilizar-se um método adequado para determinar a
percentagem ponderal das particulas em causa. As solugdes devem
ser utilizadas nas 24 horas subsequentes a sua preparagao.
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1.6.3.

1.6.4.

1.6.5.

1.6.6.

Correccdes determinadas pela presenca de impurezas e aditivos

No que respeita ao teor de espécies com M < 1 000, torna-se ge-
ralmente necessario introduzir uma correc¢do destinada a ter em
conta a presenga de componentes especificos ndo poliméricos (no-
meadamente impurezas e aditivos), excepto no caso de o teor de-
terminado ser inferior a 1 %. A referida correccdo pode ser efec-
tuada por analise directa da solugdo de polimero ou da solugdo
obtida apos a eluigdo cromatografica.

Se a solucdo obtida por eluicdo cromatografica for demasiado di-
luida para permitir a analise, devera ser concentrada, podendo ser
necessario evapora-la a secura, redissolvendo o residuo. A concen-
tragdo deve ser efectuada em condi¢des que assegurem a ndo con-
corréncia de alteragdes na solugdo eluida. O tratamento desta de-
pende do método analitico utilizado para a analise quantitativa.

Equipamento

O equipamento de cromatografia de permeagdo em gel inclui os
seguintes componentes:

— reservatorio de solvente,

— desgaseificador (se adequado),

— bomba,

— amortecedor de pulsagdes (se adequado),

— sistema de injeccdo,

— colunas cromatograficas,

— detector,

— medidor de caudal (se adequado),

— sistema de registo e processamento de dados,
— recipiente para residuos.

Deve assegurar-se o caracter inerte do sistema cromatografico em
relacdo aos solventes utilizados (nomeadamente no caso da utiliza-
¢do de capilares de aco com THF).

Sistema de injecciio e de aporte de solvente

Introduz-se na coluna um determinado volume de solugdo de amos-
tra, manualmente ou por intermédio de um amostrador automatico,
numa zona bem definida. No caso da introdu¢do manual, a com-
pressdao do émbolo ou a retirada da seringa demasiado rapidas po-
derdo determinar alteragdes na distribuicdo de massas moleculares
obtida. O sistema de aporte de solvente deve ser uniforme, recor-
rendo, se possivel, a um amortecedor de pulsagdes. O caudal deve
ser da ordem de 1 ml/min.

Coluna

Em funcao do tipo de amostra, os polimeros sdo analisados por
recurso a uma Unica coluna ou a diversas colunas ligadas em série.
Encontram-se disponiveis nos circuitos comerciais colunas de mate-
riais porosos com propriedades (por exemplo, dimensdes dos poros,
limites de exclus@o) bem definidas. A selec¢do do gel a utilizar, bem
como do comprimento da coluna, depende das propriedades da
amostra (volumes hidrodindmicos, distribuicdo das massas molecu-
lares) e das condigdes especificas de separagdo, nomeadamente o
tipo de solvente utilizado, a temperatura e o caudal (1) (2) (3).
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1.6.7.

1.6.8.

Pratos tedricos

Deve caracterizar-se a coluna ou sistema de colunas a utilizar na
separacdo pelo respectivo niimero de pratos teoéricos. No caso da
utilizacdo de THF como solvente de elui¢do, introduzir uma solugdo
de etilbenzeno ou outro soluto apolar adequado numa coluna de
comprimento conhecido. O nimero de pratos tedricos ¢ dado pela
equacao:

2 2
\Y \Y
N =554 ¢ ou N=16( —
W|/2 A\

em que:

N = representa o niimero de pratos teoricos,

V. = representa o volume de elui¢do correspondente a0 maximo
do pico,

W = representa a largura da base do pico,

Wi, = representa a largura do pico a meia altura.

Eficiéncia de separacio

Além do niimero de pratos teodricos, que determina a largura das
bandas, a eficiéncia de separagdo, obtida a partir do declive da curva
de calibragdo, desempenha também um papel importante. A eficién-
cia de separacdo de uma coluna ¢ dada por:

3
Vem, — Ve 1om,) - cm
seccdo transversal da coluna — cm?
em que
Ve, M, = representa o volume de elui¢do de uma fracgdo de
poliestireno com massa molecular My e
Ve(om,) = representa o volume de eluigdo de uma fracgdo de

poliestireno com massa molecular dez vezes superior.

A resolugdo do sistema ¢ geralmente definida do seguinte modo:

Vel - VeZ 1
W, + W, logio(M2/M;)

RI,Z =2 X

em que

V.1, Voo = representam os volumes de elui¢ao dos dois padrdes de
poliestireno, correspondentes ao maximo dos picos,

Wi, W, = representam a largura da base dos picos, e

M;, M, = representam as massas moleculares correspondentes
aos maximos dos picos, devendo diferir num factor
de 10.

O valor R do sistema de colunas deve ser superior a 1,7 (4).
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1.6.9.

1.6.10.

1.6.11.

Solventes

Todos os solventes devem possuir um elevado grau de pureza (no
caso do THF, o grau de pureza deve ser de 99,5 %). As dimensdes
do reservatorio de solvente (que pode, se necessario, encontrar-se
sob atmosfera inerte) devem ser suficientes para permitir a calibra-
¢do da coluna e a realizagdo de diversas analises. O solvente deve
ser desgaseificado antes da sua introdugdo na coluna por intermédio
da bomba.

Controlo da temperatura

A temperatura dos componentes criticos internos (septo de injecgdo,
colunas, detector e tubagens) deve ser constante ¢ adequada ao
solvente escolhido.

Detector

A fungio do detector consiste no registo quantitativo da concentra-
¢do da amostra eluida da coluna. De modo a evitar o alargamento
dos picos, o volume da célula de deteccdo deve ser tdo reduzido
quanto possivel, ndo devendo exceder 10 pl, excepto no caso dos
detectores de difusdo de radiagdes e de viscosidade. O método de
detecgdo mais corrente consiste na refractometria diferencial. Toda-
via, se as propriedades especificas da amostra ou do solvente de
eluicdo o justificarem, podem utilizar-se outros tipos de detectores,
nomeadamente de radiagdo ultravioleta/visivel, infravermelha e de-
tectores de viscosidade.

RESULTADOS E SUA APRESENTACAO
RESULTADOS

Para pormenores sobre os critérios de avaliacdo, bem como no que
respeita as exigéncias em matéria de recolha e processamento de
dados, deve consultar-se a norma DIN relevante (1).

Devem efectuar-se duas analises independentes e individuais de
cada amostra. Em todos os casos, devem efectuar-se também en-
saios em branco, em condi¢des idénticas.

Deve indicar-se explicitamente que os valores determinados cons-
tituem valores relativos expressos em equivalentes da massa mole-
cular do padrdo utilizado.

Apos a determinagdo dos volumes de retengdo ou tempos de reten-
¢do (eventualmente corrigidos por recurso a um padrdo interno),
representa-se graficamente o logaritmo de M, (valor correspondente
ao maximo do pico relativo ao padrdo de calibragdo) em fungédo de
um dos parametros referidos. Sao necessarios pelo menos dois pon-
tos de calibragdo por década de massas moleculares e pelo menos
cinco pontos para a curva total, que deve abranger a massa mole-
cular estimada da amostra. A extremidade da curva de calibragdo
correspondente as massas moleculares mais reduzidas ¢ definida
pelo n-hexilbenzeno ou outro solvente apoiar adequado. A parte
da curva correspondente a massas moleculares inferiores a 1 000
determina-se e se necessario corrige-se para aditivos e impurezas.
Caso se recorra ao tratamento manual dos mesmos, pode
consultar-se a norma ASTM D 3536-91 (3).
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2.2.

2.2.1.

22.2.

2.23.

Caso fique retido na coluna um polimero insolavel, é provavel que
a sua massa molecular seja superior a massa molecular da fraccao
solivel, pelo que a ndo tomada em conta do mesmo no célculo do
teor de espécies de baixa massa molecular determinara uma sobres-
timativa deste ultimo. Apresentam-se em apéndice directrizes para a
correcgdo do teor de espécies de baixa massa molecular de polime-
ros insoluveis.

Deve apresentar-se a distribui¢do na forma de quadro ou de grafico
(percentagem da soma ou do diferencial da frequéncia em fungdo de
log M). Na representagdo grafica, uma década de massas molecula-
res deve corresponder a cerca de 4 cm, devendo a altura maxima
dos picos ser de cerca de 8 cm. No caso de curvas de distribuicdo
integral, a diferenca entre 0 e 100 % deve corresponder a cerca de
10 cm.

RELATORIO

O relatério do ensaio deve incluir as seguintes informagdes:

Substincia em estudo

— Dados disponiveis sobre a substincia em estudo (identidade,
aditivos, impurezas),

— descricdo do tratamento da amostra, observagdes, problemas.

Equipamento

— Reservatorio de eluente, gas inerte, desgaseificagdao do eluente,
composi¢ao do eluente, impurezas,

— bomba, amortecedor de pulsagdes, sistema de injecgdo,

— colunas de separagdo (fabricante, todas as informagdes disponi-
veis sobre as caracteristicas das colunas, nomeadamente dimen-
sdes dos poros, tipo de material utilizado, niimero, comprimento
e ordem de utilizagdo das colunas),

— ntmero de pratos tedricos da coluna ou sistema de colunas;
eficiéncia de separagdo (resolucdo do sistema),

— informagdes relativas a simetria dos picos,

— temperatura da coluna, tipo de controlo da temperatura utilizado,

— detector (principio utilizado, tipo, volume da célula),

— medidor de caudal, se utilizado (fabricante, principio utilizado),

— sistema de registo e processamento dos dados (equipamento e
suporte 16gico).

Calibracao do sistema

— Descrigdo pormenorizada do método utilizado para obter a curva
de calibragdo,
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2.2.4.

2.2.5.

— informagdes relativas aos critérios de qualidade aplicaveis ao
meétodo (por exemplo, coeficiente de correlagdo, erro quadrético
médio, etc.),

— informagdes relativas as extrapolagdes, hipoteses e aproximagdes
efectuadas no decurso do processo experimental, bem como da
avaliagdo e processamento dos dados,

— devem apresentar-se na forma de quadro os dados utilizados
para a obtengdo da curva de calibragdo, incluindo, para cada
ponto de calibragdo, as seguintes informagdes:

— nome da amostra,
— fabricante da amostra,

— valores de M;,, M,;, M,, M,,/M,, caracteristicos dos padrdes,
fornecidos pelo fabricante ou obtidos em determinagdes pos-
teriores, bem como pormenores sobre o método de determi-
nagdo utilizado,

— volume de injec¢do e concentragdo da substdncia injectada,
— valor de M,, utilizado para a calibragéo,

— volume de eluigdo ou tempo de retengdo corrigido corres-
pondentes ao maximo dos picos,

— valores de M,, correspondentes a0 maximo dos picos,

— percentagem de erro dos valores de M, calculados e do valor
de calibragdo.

Informacdes sobre o teor em polimeros de baixa massa molecu-
lar

— Descrigdo dos métodos de analise e dos procedimentos
utilizados,

— informagdes relativas ao teor de espécies e baixa massa mole-
cular da amostra, expresso em percentagem ponderal,

— informagdes relativas ao teor de impurezas, aditivos e de outras
espécies ndo poliméricas da amostra, expresso em percentagem
ponderal.

Avaliacao
— Avaliag8o com base no tempo: métodos utilizados para assegu-

rar a reprodutibilidade requerida (método de correcg@o, padrao
interno, etc.),

— informagdes que indiquem se a avaliagdo foi efectuada com base
no volume de eluigdo ou no tempo de retengio,

— informagdes sobre os limites de avaliagio, caso um pico nio
seja totalmente analisado,

— descricdo dos eventuais métodos de nivelamento de dados
utilizados,

— processos de preparagdo e tratamento prévio da amostra,

— eventual presenga de particulas ndo dissolvidas,
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— volume de injecc¢do (expresso em pl) e concentragdo de injecgdo
(expressa em mg/ml),

— observagdes que indiquem efeitos susceptiveis de induzir des-
vios relativamente as condigdes cromatograficas ideais,

— descricdo pormenorizada das alteragdes aos procedimentos de
ensaio,

— pormenores relativos as margens de erro,

— quaisquer outras informagdes e observagdes que possuam im-
portancia para a interpretacdo dos resultados.
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Apéndice

Directrizes para a correccdo do teor de espécies de baixa massa molecular
determinada pela presenca de polimeros insoliveis

A presenga de polimeros insoliveis na amostra determina perdas de massa no
decurso da andlise por cromatografia de permeagdo em gel. Os polimeros inso-
luveis sao retidos de forma irreversivel na coluna ou filtro, enquanto que a
porgdo soliivel da amostra prossegue o seu percurso. Se for possivel estimar
ou determinar o incremento do indice de refraccdo do polimero (dn/dc), pode
calcular-se a perda de massa na coluna. Neste caso, efectua-se uma correcgdo por
recurso a calibragdo externa do refractometro com substancias-padrdo de concen-
tragdo e dn/dc conhecidos. No exemplo que se segue, utiliza-se um padrao de
poli(metacrilato de metilo) (pMMA).

No caso dos polimeros acrilicos, a calibragdo externa consiste na analise por
cromatografia de permeag@o em gel de uma solugdo de um padrio de pMMA
em tetra-hidrofurano, de concentra¢dao conhecida; os dados resultantes sdo utili-
zados para calcular a constante do refractometro, por recurso a formula:

K = R/(C x V x dn/dc)

em que:
K = representa a constante do refractometro, expressa em mV.s/ml,

R = representa a resposta do padrdo de pMMA, expressa em mV.s,

C = representa a concentragdo do padrio de pMMA, expressa em mg/ml,
A" = representa o volume de injecgdo, expresso em ml,

dn/dc = representa o incremento do indice de refraccdo relativo a solucdo de
pPMMA em tetra-hidrofurano, expresso em ml/mg.

Os valores infra sdo caracteristicos de um padrio de pMMA:

R = 2937 891
C = 1,07 mg/ml
\Y% = 0,1 ml

dn/dc = 9 x 10”° ml/mg

O valor de K resultante (3,05 x 10'") ¢ utilizado para o célculo da resposta
tedrica do detector no caso da eluigdo e deteccdo da totalidade do polimero
injectado.
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A20. COMPORTAMENTO DOS POLIMEROS DA DISSOLUCAO/
EXTRACCAO AQUOSA

A descrigdo completa deste método de ensaio foi suprimida. O método de ensaio
internacional equivalente ou outros métodos de ensaio aplicaveis ao parametro
em questdo constam do quadro 1 da parte 0.
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A21. PROPRIEDADES DE COMBURENCIA (LIQUIDOS)

A descrigdo completa deste método de ensaio foi suprimida. O método de ensaio
internacional equivalente ou outros métodos de ensaio aplicaveis ao parametro
em questdo constam do quadro 1 da parte 0.
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A22. DIAMETRO MEDIO GEOMETRICO PONDERADO EM
FUNCAO DO COMPRIMENTO DE FIBRAS

1. METODO
1.1. INTRODUCAO

O presente método descreve um procedimento para medigdo do dia-
metro médio geométrico ponderado em fungdo do comprimento
(LWGMD) de lotes de fibras minerais artificiais (FMA). Dado que o
LWGMD do material terd uma probabilidade de 95 % de se encontrar
no interior dos niveis de confianga a 95 % (LWGMD = dois
desvios-padrao) da amostra, o valor apresentado (resultado do teste)
serd o valor inferior do intervalo de confianca a 95 % da amostra (ou
seja, LWGMD — 2 desvios-padrao). O método baseia-se numa actua-
lizagdo (Junho de 1994) de um projecto de procedimento industrial do
HSE (Departamento de Satde e Seguranca Britanico) adoptado numa
reunido entre 0 ECFIA e o HSE em Chester, em 26/9/93, e desenvol-
vido para e por um segundo ensaio interlaboratorial (1, 2). Este mé-
todo de medigdo pode ser utilizado para caracterizar o didmetro das
fibras em lotes de substdncias ou produtos que contenham FMA,
nomeadamente fibras cerdmicas refractarias (FCR), fibras vitricas
artificiais (FVA), fibras cristalinas e fibras policristalinas.

A ponderagdo em fung¢do do comprimento ¢ uma forma de compensar
o efeito de distribui¢do dos diametros causada pela quebra das fibras
longas durante a amostragem ou manuseamento dos materiais. Na
medi¢do da distribuicdo por tamanhos do didmetro das FMA
utilizam-se métodos estatisticos geométricos (média geométrica), visto
que essa distribui¢do se aproxima geralmente da distribui¢do logarit-
mica normal.

A medi¢@o do comprimento em complemento da medi¢do do didmetro
¢ tediosa e demorada, mas se se medirem apenas as fibras que tocam
uma linha infinitamente fina em cada campo de visdo do miscroscopio
electronico, a probabilidade de que uma determinada fibra seja selec-
cionada ¢ proporcional ao seu comprimento. Na medida em que esse
facto resolve a questdo do comprimento e da sua ponderagdo nos
calculos, a unica medi¢do necessaria ¢ a do didmetro, e o
LWGMD-2SD pode ser calculado como se descreve.

1.2. DEFINICOES

Particula: Um objecto em que a relagdo do comprimento com a
espessura ¢ menor do que 3:1.

Fibra: Um objecto em que a relagdo do comprimento com a espessura
(razdo de forma) ¢ igual ou superior a 3:1.

1.3. AMBITO E LIMITACOES

O método foi concebido para a analise da distribuicdo dos didmetros
nos casos em que o didmetro médio varia entre 0,5 pm e 6 pm. Os
didmetros superiores podem ser medidos utilizando a microscopia elec-
trénica com menor ampliagdo, mas o método tera limitagdes cada vez
maiores quanto mais finas sejam as fibras, pelo que se recomenda,
quando o didmetro médio for inferior a 0,5 pum, a utilizacdo de um
microscopio electronico de transmissdo (MET) para a medigdo do
didmetro das fibras.
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1.4. PRINCIPIO DO METODO DE ENSAIO

Retira-se um determinado niimero de amostras representativas das
mantas de fibra ou dos lotes de fibras soltas. Reduz-se o comprimento
das fibras através de um procedimento de esmagamento e dilui-se em
agua uma subamostra representativa. Extraem-se aliquotas que sdo
filtradas em filtro de policarbonato com uma dimensdo de poro de
0,2 um e preparadas para serem examinadas utilizando técnicas de
microscopia electronica de varrimento (MEV). O didmetro das fibras
¢ medido com uma ampliagdo de 10 000 x ou superior (1) utilizando o
método da intersec¢do com uma linha para obtengdo de uma estimativa
do didmetro médio ndo afectada de erro sistematico. O limite inferior
do intervalo de confianca a 95 % (com base num teste unicaudal) €
calculado para obter uma estimativa do valor inferior da média geo-
métrica do didmetro das fibras presentes no material.

1.5. DESCRICAO DO METODO DE ENSAIO
1.5.1. Seguranca/precaucdes

A exposigao fisica as fibras em suspensdo no ar deve ser reduzida ao
minimo, pelo que o manuseamento das fibras secas deve ser feito em
camara de fluxo laminar (hotte) ou caixa de luvas. A exposigdo fisica
deve ser objecto de seguimento periddico que permita avaliar a efica-
cia dos métodos de controlo. Durante 0 manuseamento de FMA, de-
vem ser utilizadas luvas descartaveis, para reduzir a irritagdo da pele e
para evitar a contaminagdo cruzada.

1.5.2. Aparelhos / equipmento

— Prensa (capaz de produzir 10 MPa) e cadinhos,

— Filtros capilares de policarbonato com didmetro de poro de 0,2 pm
(25 mm de didmetro),

— Filtro de membranas em éster de celulose com didmetro de poro de
S pm, para suporte durante a filtragao,

— Aparelho de filtragdo em vidro (ou sistema de filtracdo descartavel)
que aceite filtros de 25 mm de didmetro (p.ex.: sistema de micro-
analise em vidro da Millipore, tipo XX10 025 00),

— Agua recém-destilada filtrada a 0,2 pum para remogdo dos
microorganismos,

— Aparelho de revestimento a quente com eléctrodo em ouro ou
ouro/paladio,

— Microscopio electrénico de varrimento com capacidade de resolu-
¢do a 10 nm e com ampliagdo de 10 000 x,

— Diversos: espatulas, lamina de bisturi tipo 24, tesouras, tubos de
MEV, cola ou fita adesiva de carbono, prata coloidal,

— Sonda de ultra-sons ou banho ultra-sénico de bancada,

— Amostrador ou sonda para recolha de amostras cilindricas das
mantas de FMA.

(') Esta é a ampliagdo indicada para as fibras de 3 um; no caso das fibras de 6 pm podera
ser mais indicado utilizar uma ampliagdo de 5 000 x.
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1.5.3.
1.5.3.1.

1.5.3.2.

Procedimento de ensaio
Amostragem

No caso das mantas e placas, um amostrador ou sonda de 25 mm de
didametro ¢ utilizado para a recolha de amostras em toda a secgdo.
Essas amostras devem ser igualmente espacadas por toda a largura
nas pegas pequenas ou retiradas aleatoriamente de diversas areas
quando as pegas sejam longas. O mesmo equipamento pode ser utili-
zado para retirar amostras aleatdrias no caso de fibras soltas. Quando
possivel, devem ser retiradas seis amostras, por forma a reflectir as
variagdes espaciais do material.

Esmaga-se as seis amostras num cadinho de 50 mm de didmetro a
10 MPa. O material ¢ re-homogeneizado com uma espatula e prensado
uma segunda vez a 10 Mpa, podendo depois ser removido do cadinho
e armazenado num frasco de vidro selado.

Preparagao das amostras

Se necessario, qualquer ligante orgénico podera ser removido colo-
cando a fibra numa estufa a 450 °C durante cerca de uma hora.

Formar um cone e dividir em quatro para obter subamostras (este
passo deve ser realizado em cdmara de fluxo laminar).

Utilizando uma espatula, adicionar uma pequena quantidade (< 0,5 g)
de amostra a 100 ml de dgua acabada de destilar e filtrada através de
um filtro de membrana de 0,2 um (poderfo ser utilizadas fontes alter-
nativas de agua ultrapura, desde que se demonstre que a sua qualidade
¢ satisfatoria). Dispersar totalmente utilizando uma sonda de ultra-sons
com uma poténcia de 100 W regulada de forma a produzir cavitagdo.
(Se esse tipo de sonda ndo estiver disponivel, utilizar o seguinte mé-
todo: agitar e inverter a amostra repetidamente durante 30 segundos;
passar por ultra-sons num banho ultra-sénico de bancada durante cinco
minutos; voltar a agitar e inverter repetidamente durante mais 30 se-
gundos).

Imediatamente apds a dispersdo da fibra, remover um determinado
nimero de aliquotas (p.ex.: trés aliquotas de 3, 6 e 10 ml) utilizando
uma pipeta de boca larga (com uma capacidade de 2 a 5 ml).

Filtrar todas as aliquotas em vacuo através de um filtro de policarbo-
nato com poro de 0,2 pm, suportado por um filtro de suporte MEC
com poro de 5 um, utilizando um funil de filtragdo em vidro de
25 mm com um reservatorio cilindrico. Colocam-se primeiro cerca
de 5 ml da agua destilada filtrada no funil e a aliquota ¢ depois
lentamente pipetada para a agua com a ponta da pipeta abaixo do
menisco. A pipeta e o reservatorio devem ser cuidadosamente lavadas
depois de pipetar, dado que as fibras mais finas t€ém tendéncia para se
concentrarem perto da superficie.

Remover cuidadosamente o filtro e separa-lo do filtro de suporte antes
de o colocar num recipiente para secagem.
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1.5.3.3.
1.5.3.3.1.

1.5.3.3.2.

1.5.3.4.
1.5.34.1.

Cortar uma sec¢do de um quarto ou metade do filtrado com uma
lamina de bisturi de tipo 24, fazendo movimentos laterais durante o
corte. Colar cuidadosamente a secgdo cortada num suporte de SEM
utilizando fita ou cola de carbono. Aplicar prata coloidal em pelo
menos trés sitios para melhorar o contacto eléctrico entre a borda do
filtro e o suporte. Quando a cola/prata coloidal estiverem secos, reves-
tir a superficie do depdsito a quente com aproximadamente 50 nm de
ouro ou de ouro/paladio.

Calibragdo e operagdo do MEV
Calibragao

A calibragdo do MEV deve ser verificada pelo menos uma vez por
semana (idealmente uma vez por dia) utilizando uma grelha de cali-
bracdo normalizada. A calibracdo deve ser verificada utilizando uma
amostra-padrdo, ¢ se o valor medido (MEV) ndo se encontrar num
intervalo de + 2 % do respectivo valor, o MEV deve ser novamente
calibrado e o procedimento de verificagdo deve ser repetido.

O MEV deve ter uma resolugdo que permita um didmetro minimo de
campo de pelo menos 0,2 pm, utilizando uma matriz de amostra real,
com uma ampliacdo de 2 000 x.

Operagdo

O MEV deve ser operado com uma ampliagio de 10 000 x (') em
condigdes que permitam uma boa resolugdo, com imagem aceitavel,
a baixas velocidades de varrimento, por exemplo de 5 segundos por
imagem. Embora os pardmetros operacionais de diferentes MEV pos-
sam variar, em geral obtém-se a melhor visibilidade e resolugdo, em
materiais de peso atomico relativamente baixo, utilizando voltagens de
aceleracdo de 5-10 keV e trabalhando com um pequeno didmetro de
feixe (spot size) e com uma distancia de trabalho curta. Dado que se
vai utilizar a linha mediana como referéncia, deve utilizar-se uma
inclinagdo de 0°, para evitar a necessidade de voltar a focar ou, no
caso de MEV com um moddulo eucéntrico, utilizar a distdncia de
trabalho eucéntrica. Pode trabalhar-se com menor ampliacdo desde
que o material ndo contenha nenhuma fibra de pequeno didmetro e
que o didmetro das fibras seja grande (> 5 pm).

Medigdo do didmetro

Exame com baixa ampliagdo para avaliacdo da
amostra

A amostra deve ser inicialmente examinada com baixa ampliagao para
verificar se ndo existem aglomerados de fibras de grandes dimensdes e
para avaliar a densidade de fibras na amostra. Caso haja muita aglo-
meracdo, recomenda-se a preparacdo de uma nova amostra.

Para fins de exactiddo estatistica, ¢ necessario proceder a medi¢do de
um numero minimo de fibras, pelo que podera parecer desejavel dispor
de maior densidade de fibras, na medida em que o exame de campos
vazios leva tempo e ndo contribui em nada para a analise. No entanto,
se o filtro estiver sobrecarregado, torna-se dificil medir o didmetro de
todas as fibras e as fibras de menor didmetro podem ser escondidas
por outras de maior didmetro.

(') Para as fibras de 3 pm, ver a nota de pé de pagina anterior.
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1.53.4.2.

1.5.3.4.3.

Uma densidade de fibras superior a 150 fibras por milimetro linear
podera resultar numa sobreestimagdo do LWGMD. Por outro lado, a
baixa concentragdo de fibras aumentara o tempo necessario para a
analise, pelo que frequentemente ¢ mais (til preparar uma nova amos-
tra com uma densidade de fibras proxima da ideal do que persistir nas
contagens de filtros em que a concentragdo de fibras é baixa. A den-
sidade ideal das fibras devera resultar, em média, em uma ou duas
fibras que podem ser medidas por cada campo de visdo, com uma
ampliacdo de 5 000 x. A densidade ideal depende, contudo, do didme-
tro das fibras, pelo que ¢ necessario que o operador utilize a sua
experiéncia e discernimento para decidir se a densidade de fibras
esta ou ndo proxima do ideal.

Ponderagdo do didmetro das fibras em fung¢do do
comprimento

S6 devem ser contadas as fibras que toquem (ou interceptem) uma
linha (infinitamente) fina tragada no ecrd do MEV. Para tal, deve ser
tracada no centro do ecrd uma linha horizontal (ou vertical).

Em alternativa, pode colocar-se um ponto no centro do ecra e proceder
depois a um exame linear continuo ao longo do filtro numa determi-
nada direc¢@o. O diametro de todas as fibras com uma razdo de forma
superior a 3:1 que toquem ou interceptem esse ponto devera ser me-
dido e registado.

Medigdo das fibras

Recomenda-se que sejam medidas pelo menos 300 fibras. Cada fibra
deve ser medida uma tUnica vez no ponto de intersec¢do com o
ponto ou linha tragcados no ecrd (ou perto do ponto de intersec¢do
se a parede exterior da fibra estiver escondida). Caso se encontrem
fibras de secgdo irregular, deve ser feita uma medi¢do que represente o
didametro médio da fibra. Os pontos de medigdo na parede exterior da
fibra devem ser cuidadosamente definidos antes da medi¢ao da distan-
cia que separa os dois pontos opostos. A medi¢do pode ser efectuada
em linha, no ecrd, ou a posteriori, em imagens armazenadas ou foto-
grafias. Recomenda-se a utilizagdo de sistemas semi-automaticos de
medigdo em imagens que transferem os dados directamente para
uma folha de célculo, na medida em que permitem poupar tempo,
eliminar os erros de transcrigdo e automatizar o processo de calculo.

As extremidades das fibras mais longas devem ser observadas a baixa
ampliacdo para verificar se ndo estdo a encaracolar de volta para o
campo de visdo, por forma a garantir que s6 sejam medidas uma Unica
vez.

DADOS
TRATAMENTO DOS RESULTADOS

Geralmente, os didmetros das fibras ndo apresentam uma distribuicdo
normal. No entanto, ¢ possivel obter uma distribuicdo que se aproxima
da normal através de uma transformagdo logaritmica.

Calcular a média aritmética (InD médio) e o desvio-padrdo (SDy,p) dos
valores do logaritmo neperiano (InD) dos n didmetros de fibra (D).

> InD

n

médio InD =

(M
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S (InD — médio InD)?

SDip = p—"

@

O desvio-padrio ¢ dividido pela raiz quadrada do niimero de medic¢des
(n) para obter o erro-padrido (SEj,p).

SEp — o2 3)

Ja

Substrair o dobro do erro-padrdo da média e calcular o exponencial
desse valor (média menos dois erros-padrdo) para obter a média geo-
métrica menos dois erros-padrdo geométricos.

LWGMD — 2SE — (médio InD—2SEinq) &)

APRESENTACAO DOS RESULTADOS
RELATORIO DE ENSAIO

O relatorio de ensaio deve incluir pelo menos a seguinte informagéo:
— Valor de LWGMD-2SE.

— Todos os desvios, em particular os que possam ter efeitos sobre a
precisdo ou a fiabilidade dos resultados, com a devida justificagdo.
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A23  COEFICIENTE DE PARTICAO (1-OCTANOL/AGUA): METODO
DE AGITACAO LENTA

INTRODUCAO

1. Este método ¢ equivalente ao Test Guideline TG 123 (2006) da OCDE. O
método da agitacdo lenta permite determinar com exatiddo valores de coe-
ficiente de partigdo 1-octanol/agua (Pow) até log Pow = 8,2 (1). E, portanto,
um método experimental adequado para a determinagdo direta do Pow de
substancias fortemente hidrofobicas.

2. Outros métodos de determinagdo do coeficiente de parti¢do 1-octanol/dgua
(Pow) sdo o método dito "do frasco com agitagdo" (2) e o método de
determinag¢do do Pow com base nos fenomenos de retencdo em HPLC de
inversdo de fases (3). O método do frasco com agitagdo pode conduzir a
resultados andmalos, devido a transferéncia de microgoticulas de octanol
para a fase aquosa. A medida que aumenta o valor de Pow, a presenga
dessas goticulas na fase aquosa leva a que a concentragdo da substancia em
estudo nessa fase seja cada vez mais sobrestimada. A utilizacdo desse
método esta, portanto, limitada a substincias com Pqw inferior a 4. O
segundo método utiliza valores consistentes de Py, determinados direta-
mente, para calibrar a relacao entre os fenomenos de retengdo em HPLC e
os valores medidos de Poyw. Existia um projeto de orientagdes da OCDE
para a determinacgdo de coeficientes de particio 1-octanol/agua de substan-
cias ionizaveis, que foi abandonado (4).

3. O presente método foi desenvolvido nos Paises Baixos. A precisdo das
metodologias descritas neste método foi validada e otimizada num estudo
de validagdo interlaboratorial em que participaram 15 laboratorios (5).

CONSIDERACOES INICIAIS
Significado e utilizacio

4. Foram identificadas relagdes muito significativas entre o coeficiente de
particdo 1-octanol/agua (Pow) de substancias organicas inertes e a bioacu-
mulagdo dessas substincias nos peixes. Além disso, demonstrou-se a exis-
téncia de uma correlagdo entre o Pow e a toxicidade para os peixes e entre
0 Pow € a sor¢do dos produtos quimicos por meios sélidos, como solos e
sedimentos. A referéncia 6 descreve exaustivamente essas relagoes.

5. Concluiu-se que existe uma grande variedade de relagdes entre o coeficiente
de particdo l-octanol/agua e outras propriedades das substincias, com im-
portancia ao nivel da quimica e toxicologia ambientais. Assim, o coeficiente
de particdo 1-octanol/agua tem vindo a tornar-se um parametro fundamental
na avaliagdo do risco ambiental dos produtos quimicos e na previsdo do
destino desses produtos no ambiente.

Ambito de aplicacao

6. O método da agitagdo lenta foi concebido para reduzir a formagdo de
microgoticulas de 1-octanol na fase aquosa. Nessas condi¢des, ja ndo se
verifica a sobrestimagdo da concentracdo na fase aquosa, devida a associa-
¢do de moléculas da substincia em estudo a essas goticulas. O método da
agitacdo lenta é, portanto, particularmente adequado para a determinagdo do
Pow de substancias com log Pow previsto igual ou superior a 5, caso em
que o método do frasco com agitagdo (2) tende a fornecer resultados erro-
neos.
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11.

12.

DEFINICAO E UNIDADES

O coeficiente de partigdo de uma substancia entre a agua e um solvente
lipofilico (1-octanol) caracteriza a distribuicdo no equilibrio do produto
quimico entre as duas fases. O coeficiente de particdo entre a agua e o
1-octanol (Pow) € definido como a razdo entre a concentragdo, no equilibrio
(Co), da substancia em estudo em 1-octanol saturado com agua e a concen-
trag@o, no equilibrio (Cy), da substincia em estudo em agua saturada com
1-octanol.

Pow = Co/Cw

Como se trata de um quociente de concentragdes, ¢ uma grandeza adimen-
sional. E mais frequentemente apresentado como logaritmo decimal (log
Pow). Dado que o Pow depende da temperatura, os dados apresentados
devem mencionar a temperatura das determinagdes.

PRINCIPIO DO METODO

Para a determinagdo do coeficiente de partigdo, estabelece-se um equilibrio
entre a agua, o 1-octanol e a substancia em estudo, a temperatura constante,
determinando-se em seguida a concentracdo da substdncia em estudo nas
duas fases.

As dificuldades experimentais ligadas a formagdo de microgoticulas durante
o ensaio do frasco com agitacdo podem ser atenuadas no ensaio de agitac@o
lenta aqui proposto. No ensaio de agitagdo lenta, estabelece-se um equilibrio
entre a agua, o l-octanol e a substancia em estudo, num reator com agitacéo
termostatizado. As transferéncias de uma fase para a outra sdo aceleradas
pela agitagdo. Esta provoca um grau de turbuléncia limitado, que favorece
as transferéncias entre o 1-octanol e a agua, sem formag@o de microgoticu-
las (1).

APLICABILIDADE DO ENSAIO

Dado que a presenca de substincias diversas da substdncia em estudo pode
influenciar o coeficiente de atividade desta ultima, a substidncia em estudo
utilizada nos ensaios deve ser pura. Na determinagdo de coeficientes de
particdo 1-octanol/agua devem ser utilizadas substdncias com o maior
grau de pureza disponivel no comércio.

O presente método aplica-se a substincias puras que ndo se dissociem nem
associem, nem apresentem atividade interfacial significativa. Pode utilizar-se
na determinagdo do coeficiente de particdo 1-octanol/agua de substancias
com essas caracteristicas ou de misturas dessas substancias. Se o método for
utilizado para misturas, os coeficientes de partigdo 1-octanol/agua determi-
nados dependerdo da composi¢do quimica da mistura estudada e da com-
posicdo eletrolitica da fase aquosa. Desde que seja devidamente comple-
mentado, o método também ¢ aplicavel a compostos dissociaveis ou asso-
ciaveis (ver o ponto 12).

Devido aos equilibrios multiplos que se geram na agua e no l-octanol e
influenciam a parti¢do 1-octanol/agua das substincias dissociaveis, como os
acidos organicos e os fenodis, as bases organicas e as substancias organo-
metalicas, o coeficiente de partigdo 1-octanol/agua ¢ uma constante forte-
mente dependente da composigio eletrolitica (7)(8). A determinagdo deste
coeficiente exige, portanto, o controlo e registo do pH e da composicao
eletrolitica durante o ensaio. A avaliacao de coeficientes de particdo cabe a
especialistas. Com base na(s) constante(s) de dissociacdo, ha que selecionar
valores de pH adequados, de modo a poder determinar-se um coeficiente de
particdo para cada estado de ionizagdo. O estudo de compostos organome-
talicos exige a utilizagdo de tampdes ndo complexantes (8). As condi¢des
experimentais devem ser escolhidas tendo em conta os conhecimentos atuais
no dominio da quimica em fase aquosa (constantes de complexagdo, cons-
tantes de dissociacdo) e de modo a poder prever-se que espécies da subs-
tancia em estudo estardo presentes nessa fase. A forga idnica devera ser a
mesma em todos os ensaios efetuados, utilizando-se para o efeito um ele-
trélito apropriado.
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13.

14.

15.

16.

17.

As substancias com baixa hidrossolubilidade ou Pow elevado podem difi-
cultar os ensaios, devido ao facto de as concentragdes na fase aquosa se
tornarem muito baixas e ser dificil a sua determinagdo rigorosa. Na des-
crigdo deste método de ensaio explica-se como ultrapassar o problema.

INFORMACOES SOBRE A SUBSTANCIA EM ESTUDO

Os reagentes quimicos devem ser de qualidade analitica ou de grau de
pureza superior. Recomenda-se a utilizagdo de substincias em estudo ndo
marcadas, de composi¢do quimica conhecida (de preferéncia, pelo menos
99 % puras), ou marcadas com is6topos radioativos, de composig¢do quimica
e grau de pureza radioquimica conhecidos. No caso de marcadores com
periodo de semidesintegragdo curto, serd necessario efetuar as corregdes
devidas a desintegragdo. No caso de substincias em estudo marcadas com
isotopos radioativos, deve recorrer-se a um método analitico especifico da
substincia, para garantir que a radioatividade medida esteja diretamente
relacionada com a substincia em causa.

Pode estimar-se o log Pow utilizando software disponivel no mercado para
esse efeito, ou com base na razio entre a solubilidade em cada um dos
solventes.

Antes de se proceder a um ensaio de agitacdo lenta para determinagdo de
um Pqyw, deve dispor-se das seguintes informagdes sobre a substidncia em
estudo:

a) formula estrutural,

b) métodos analiticos adequados para determinar a concentragdo da subs-
tancia em agua e em l-octanol;

constante(s) de dissociagdo, no caso das substancias ionizaveis (Orien-
tagdes n.° 112 da OCDE) (9);

C

~

d) hidrossolubilidade (10);

=

e) hidrolise abiotica (11);
f) biodegradabilidade "facil" (12);
g) pressdo de vapor (13).

DESCRICAO DO METODO
Material e aparelhagem

E necessario o material de laboratério de uso corrente, nomeadamente o
seguinte:

— agitadores magnéticos e barras magnéticas revestidas de Teflon, para
agitar a fase aquosa,

— aparelhagem analitica adequada para determinar as concentragdes espe-
radas da substincia em estudo,

— recipiente de agitacdo com uma torneira no fundo. Em fungdo do log
Pow previsto e do limite de detegdo (LOD) do composto em estudo,
ponderar-se-a a utilizagdo de um recipiente de reagdo com a mesma
geometria ¢ volume superior a um litro, para se obter um volume de
agua suficiente para a extracdo e a analise quimicas. Este procedimento
permitira obter concentragcdes mais elevadas no extrato aquoso e possi-
bilitara, portanto, uma determinacdo analitica mais fiavel. Figura no
apéndice 1 um quadro de estimativas do volume minimo necessario,
em fungdo do LOD, do log Pow estimado e da hidrossolubilidade do
composto. O quadro tem por base a relagdo entre o log Pow ¢ a razdo
das solubilidades em octanol e em agua, segundo Pinsuwan et al. (14):

log Pow = 0, 88 log SR + 0, 41
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18.

19.

20.

21.

22.

em que:

SR = Soctanol / Sagua (ém molaridade),

bem como a relagdo apresentada por Lyman (15) para estimativas de
hidrossolubilidade. As hidrossolubilidades calculadas através da equag@o
do apéndice 1 devem considerar-se uma primeira estimativa. Note-se
que o utilizador ¢ livre de efetuar estimativas da hidrossolubilidade
por meio de qualquer correspondéncia que se considere representar
melhor a relagdo entre a hidrofobicidade e a solubilidade. Por exemplo,
no caso dos compostos solidos, recomenda-se que o ponto de fusdo seja
tido em conta nas previsdes de solubilidade. Se for utilizada uma equa-
¢do modificada, deve garantir-se a validade da equacédo utilizada para o
célculo da solubilidade em octanol. A figura do apéndice 2 esquematiza
um recipiente de agitagdo, com camisa de vidro, com cerca de um litro
de capacidade. As propor¢des do recipiente ilustrado no apéndice 2
revelaram-se favoraveis e, se forem utilizados recipientes de volume
diferente, devem ser mantidas;

— um meio de manter a temperatura constante (aspeto essencial) durante o
ensaio com agitagdo lenta.

Os recipientes devem ser de um material inerte, para que a adsor¢do a sua
superficie seja insignificante.

Preparacdo das soluces a utilizar nos ensaios

A determinag@o do Pow deve ser efetuada com 1-octanol do grau de pureza
mais elevado disponivel no mercado (grau de pureza minimo de 99 %).
Recomenda-se a purificagdo do 1-octanol por extragdo acida, basica e com
agua, seguida de secagem. Também pode purificar-se o 1-octanol por des-
tilagdo. Na preparagdo das solugdes-padrdo da substancia em estudo deve
utilizar-se 1-octanol purificado. A dgua a utilizar na determinagdo do Pow
deve ser destilada em material de vidro ou de quartzo ou ser proveniente de
um sistema de purificag@o ou ser propria para HPLC. A 4gua destilada deve
ser filtrada através de um filtro de 0,22 um e devem ser previstos ensaios
em branco, para verificar se os extratos concentrados contém impurezas que
possam interferir com a substincia em estudo. Caso se utilize um filtro de
fibra de vidro, este deve ser limpo por aquecimento em estufa, durante pelo
menos trés horas, a 400 °C.

Antes do ensaio, os solventes sdo mutuamente saturados e levados ao
equilibrio num recipiente suficientemente grande. Para o efeito, o sistema
constituido pelas duas fases ¢ mantido sob agitagdo durante dois dias.

Toma-se e dissolve-se em 1-octanol (saturado com agua) um volume apro-
priado, & concentra¢do requerida, da substancia em estudo. O coeficiente de
partigdo 1-octanol/agua tem de ser determinado em solugdes diluidas em 1-
-octanol e em agua. A concentragdo da substincia em estudo ndo deve,
portanto, exceder 70 % da solubilidade desta, sendo 0,1 M a concentragdo
maxima em cada fase (1). As solugdes de 1-octanol utilizadas no ensaio ndo
podem conter particulas sélidas, em suspensdo, da substincia em estudo.

Dissolve-se em 1-octanol (saturado com agua) uma quantidade apropriada
da substancia em estudo. Se for previsto um log Pow superior a cinco, as
solugdes de Il-octanol utilizadas no ensaio ndo devem conter particulas
solidas, em suspensdo, da substincia em estudo. Para o efeito,
proceder-se-a do seguinte modo, no caso dos produtos quimicos com log
Pow superior a 5:

— dissolve-se a substancia em estudo em 1-octanol (saturado com agua),
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— deixa-se a solu¢do em repouso durante um periodo suficiente para que a
substancia solida em suspensdo deposite. Durante a decantagao, mede-se
continuamente a concentragdo da substincia em estudo,

— depois de as concentragdes medidas na solugdo de 1-octanol terem
estabilizado, dilui-se a solu¢do de reserva com um volume apropriado
de 1-octanol,

— determina-se a concentracdo da solugdo de reserva diluida. Se a concen-
tragdo determinada for coerente com a dilui¢do, pode utilizar-se a solu-
¢do de reserva diluida no ensaio de agitagdo lenta.

Extraciio e analise das amostras

23. Na determinag@o da substincia em estudo deve utilizar-se um método ana-
litico validado. Os investigadores terdo de demonstrar que, durante o ensaio,
as concentragdes na fase de l-octanol saturado em agua e na fase aquosa
saturada em 1-octanol sdo superiores ao limite de quantificagio do método
analitico utilizado. Se houver que recorrer a métodos de extragdo, sera
necessario determinar as recuperagdes analiticas da substancia em estudo
da fase aquosa e da fase de l-octanol. O sinal analitico deve ser corrigido
em fungdo dos brancos e devem tomar-se as precaugdes necessarias para
ndo haver transferéncias da substdncia em analise entre amostras.

24. Antes da analise, ¢ em caso de concentragdes baixas de substincias em
estudo hidrofébicas na fase aquosa, é provavel que seja necesséario extrair a
fase aquosa com um solvente orginico e preconcentrar o extrato. Pela
mesma razdo, ¢ necessario reduzir as concentra¢des finais nos brancos.
Para o efeito, hd que utilizar solventes de elevada pureza, de preferéncia
solventes para analise de residuos. Por outro lado, a utilizagdo de material
de vidro cuidadosamente limpo (por lavagem com solventes ou aqueci-
mento a alta temperatura) pode ajudar a evitar contaminagdes cruzadas.

25. Para estimar o valor de log Pow, pode utilizar-se um programa de estima-
tivas ou recorrer-se a uma avaliagdo especializada. Se o valor for superior a
6, tera de se prestar muita atengdo as corregdes em fungdo dos brancos e as
transferéncias da substancia em analise. Além disso, se a estimativa de log
Pow for superior a 6, ¢ obrigatdrio utilizar um padrdo paralelo para corrigir
a taxa de recuperagdo, de modo a obterem-se fatores de preconcentracdo
elevados. Existem no mercado varios programas de sofiware que fornecem
estimativas de log Pow, nomeadamente o Clog P (16), o KOWWIN (17), o
ProLogP (18) e 0 ACD log P (19) (!). As referéncias 20 a 22 descrevem os
métodos de estimativa.

26. Os limites de quantificacdo (LOQ) da substancia em estudo em 1-octanol e
em agua determinam-se por métodos bem estabelecidos. Como regra pra-
tica, o limite de quantificagdo de um método corresponde a concentragdo
em agua ou em l-octanol que gera um sinal dez vezes mais intenso que o
ruido. Ha4 que escolher um método adequado de extragdo e de preconcen-
tragdo e também que especificar as recuperagdes analiticas. Deve
selecionar-se um fator de preconcentragdo adequado, que permita obter
sinais da intensidade requerida na determinacdo analitica.

(") Esta informagdo ¢é prestada apenas a titulo indicativo. Podem ser utilizados programas
informaticos equivalentes, desde que permitam obter resultados comprovadamente idén-
ticos.
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33.

Com base nos parametros do método analitico e nas concentragdes espera-
das, define-se um tamanho de amostra aproximado para a determinagdo
rigorosa da concentracdo do composto em causa. Para se obterem sinais
analiticos suficientes, deve evitar-se a utilizagdo de amostras aquosas dema-
siado pequenas. Também deve evitar-se utilizar amostras aquosas dema-
siado grandes; caso contrario, a agua disponivel pode ndo ser suficiente
para o numero minimo de andlises exigido (n = 5). No apéndice 1,
apresenta-se 0 volume minimo de amostra em fungdo do volume do reci-
piente, do LOD da substancia em estudo e da solubilidade desta tltima.

A quantificacdo das substincias em estudo efetua-se por comparagdo com
curvas de calibragdo do composto em causa. As concentragdes nas amostras
analisadas devem estar compreendidas entre concentragdes de padrdes.

No caso das substancias cuja estimativa de log Pow seja superior a 6, ha
que adicionar um padrdo paralelo a amostra aquosa antes da extragdo, para
contabilizar as perdas ocorridas durante a extracdo e a preconcentragdo de
amostras aquosas. Para possibilitar uma correcdo rigorosa da taxa de recu-
peragdo, os padrdes paralelos devem ter propriedades muito proximas ou
idénticas as da substancia em estudo. De preferéncia, sdo utilizados analo-
gos das substincias em causa marcados com isotopos estaveis (por exem-
plo, andlogos perdeuterados ou marcados com '>C). Se ndo for possivel
utilizar istopos marcadores estaveis (*C ou 2H), havera que demonstrar,
com base em dados fiaveis recolhidos na literatura cientifica, que as pro-
priedades fisico-quimicas do padrido paralelo sdo muito proximas das pro-
priedades da substincia em estudo. Durante a extracdo liquido-liquido da
fase aquosa, podem formar-se emulsdes. Estas podem reduzir-se por adi¢o
de sal ou deixando-as decantar de um dia para o outro. Os métodos utili-
zados para extrair e preconcentrar as amostras devem ser indicados nos
relatorios.

Antes de serem analisadas, as amostras tomadas da fase de l-octanol po-
dem, se necessario, diluir-se com um solvente adequado. Além disso, no
caso das substincias cujos ensaios de recuperagdo revelem grandes varia-
¢des nos mesmos (desvio-padrdo relativo superior a 10 %), recomenda-se a
utilizag@o de padrdes paralelos, para corrigir as taxas de recuperagéo.

Os relatorios devem incluir uma descricdo do método analitico que incida
na técnica de extracdo, nos fatores de preconcentracdo e de dilui¢do, nos
parametros instrumentais, nas rotinas e no intervalo de calibragdo, na recu-
peragdo analitica da substancia em estudo da fase aquosa, na adi¢do de
padroes paralelos para corrigir as taxas de recuperagdo, nos valores dos
brancos e nos limites de detecdo e de quantificagdo.

Realizacio do ensaio
Razées volumétricas 1-octanol/agua otimas

Ao escolher os volumes de agua e de l-octanol deve ter-se em conta o
seguinte: o limite de quantificagdo em 1-octanol e em agua, os fatores de
preconcentragdo aplicados as amostras de agua, os volumes das amostras de
l-octanol e de agua colhidas e as concentragdes previstas. Por razdes ex-
perimentais, o volume de 1-octanol no sistema em agitagdo lenta deve ser
escolhido de forma a obter-se uma fase de 1-octanol suficientemente es-
pessa (mais de 0,5 cm), para que seja possivel colher amostras dessa fase
sem a perturbar.

Na determinagdo de compostos com log Pow igual ou superior a 4,5, a
relagdo entre os volumes de cada fase habitualmente utilizados é de 20 ml a
50 ml de 1-octanol para 950 ml a 980 ml de agua, num recipiente de um
litro.
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Condigoes de realizagdo do ensaio

O recipiente de reacdo deve manter-se termostatizado durante o ensaio, de
modo que as variagdes de temperatura sejam inferiores a 1 °C. O ensaio
deve ser efetuado a 25 °C.

Deve proteger-se o dispositivo experimental da luz solar, efetuando o ensaio
em camara escura ou cobrindo o recipiente de reagcdo com folha de alumi-
nio.

Deve efetuar-se o ensaio num ambiente tdo isento de poeiras quanto pos-
sivel.

Agita-se o sistema l-octanol/agua até se atingir o equilibrio. O periodo
necessario ¢ determinado num ensaio-piloto com agitagdo lenta,
recolhendo-se regularmente amostras de 4gua e de l-octanol. O intervalo
minimo entre a colheita de amostras consecutivas ¢ de cinco horas.

A determinagdo de um Poyw deve basear-se em, pelo menos, trés ensaios
com agitagdo lenta independentes.

Determinagdo do tempo necessario para atingir o equilibrio

Considera-se que se atingiu o equilibrio quando o grafico da razdo de
concentragdes 1-octanol/agua em fungdo do tempo, num periodo que
abranja 4 momentos de colheita de amostras, se caracterizar por um declive
ndo significativamente diferente de zero, para p = 0,05 (limite de confianga
de 95 %). Deve atingir-se o equilibrio pelo menos um dia antes de se iniciar
a colheita de amostras. Como regra pratica, a colheita de amostras de subs-
tancias cuja estimativa de log Pow seja inferior a 5 pode ter lugar ao
segundo e ao terceiro dias. Caso se trate de substincias particularmente
hidrofobicas, o periodo necessario para se atingir o equilibrio pode ter de
ser alargado. No caso de um composto com log Pow de 8,23 (decacloro-
bifenilo), bastaram 144 horas para se atingir o equilibrio. As amostras para
determinagdo do estado de equilibrio colhem-se num tnico recipiente.

Inicio do ensaio

No inicio do ensaio, enche-se o recipiente de reagdo com agua saturada de
l-octanol. Deve esperar-se tempo suficiente para atingir a temperatura
termostatizada.

Adiciona-se cuidadosamente ao recipiente de reacdo a quantidade pretendida
da substincia em estudo dissolvida no volume requerido de 1-octanol sa-
turado com agua. Esta etapa ¢ crucial no ensaio, havendo que evitar uma
mistura turbulenta das duas fases. Para o efeito, pode pipetar-se lentamente
o l-octanol contra a parede do recipiente, junto a superficie da agua, de
modo que escorra ao longo da parede de vidro e forme um filme por cima
da fase aquosa. E totalmente de excluir que o 1-octanol seja simplesmente
vertido para o recipiente. E igualmente de excluir que se deixem cair gotas
de 1-octanol diretamente na agua.

Depois de iniciada a agitagdo, deve aumentar-se gradualmente a velocidade
desta. Se o motor de agitagdo ndo puder ser convenientemente regulado,
deve ponderar-se a utilizagdo de um transformador. Importa regular a ve-
locidade de agitagio de modo a formar-se um voértice de profundidade
compreendida entre 0,5 cm e 2,5 cm na interface entre a agua e o 1-octanol.
Se a profundidade do vértice exceder 2,5 cm, deve reduzir-se a velocidade
de agitacdo; caso contrario, poderio formar-se microgoticulas na fase
aquosa, a partir das gotas de 1-octanol geradas, com a consequente sobres-
timagdo da concentragdo da substincia em estudo na agua. A velocidade de
agitacdo que gera o vortice maximo de 2,5 cm ¢ recomendada com base nas
conclusdes de um estudo de validagdo interlaboratorial (5). Constitui um
compromisso entre a rapidez com que se atinge o equilibrio e a limitagdo da
formagdo de microgoticulas de 1-octanol.
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43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

Colheita e tratamento das amostras

Antes da colheita das amostras, deve desligar-se o agitador e esperar-se que
os liquidos se imobilizem. Depois de colhidas as amostras, volta a por-se o
agitador lentamente em movimento, conforme descrito acima,
aumentando-se gradualmente a velocidade de agitag@o.

Colhem-se as amostras da fase aquosa a saida da torneira existente no fundo
do recipiente de reacdo. Rejeitar sempre o volume morto de agua retido na
torneira (cerca de 5 ml no recipiente ilustrado no apéndice 2); a agua retida
na torneira ndo ¢ agitada e, portanto, ndo se encontra em equilibrio com o
resto do liquido. Registar o volume das amostras de agua e ndo esquecer
que a quantidade de substincia em estudo presente na agua rejeitada deve
ser tida em conta no balango de massas. Para minimizar as perdas por
evaporagdo, deve verter-se cuidadosamente a agua na ampola de decanta-
¢do, de modo a ndo perturbar a interface agua/l-octanol.

Constituem-se amostras de 1-octanol retirando uma pequena aliquota (cerca
de 100 pl) da fase de 1-octanol, com uma seringa de vidro e metal de 100
microlitros. Devem tomar-se as precaugdes necessarias para ndo perturbar a
interface. Registar o volume das amostras. E suficiente uma aliquota de
pequeno volume, pois a amostra de 1-octanol vai ser diluida.

Devem evitar-se transferéncias desnecessarias das amostras. Para isso, deve
determinar-se gravimetricamente o volume das amostras. No caso das amos-
tras de agua, podera recolher-se cada amostra numa ampola de decantagéo
que contenha ja o volume de solvente necessario.

DADOS E RELATORIOS

Este método de ensaio prevé a determinagdo do coeficiente de partigdo 1-
-octanol/agua (Pow) com base em trés ensaios com agitagdo lenta (trés
unidades experimentais), em condigdes idénticas, do composto em estudo.
A correspondéncia utilizada para demonstrar que o equilibrio foi atingido
deve basear-se nos resultados de, pelo menos, quatro determinagoes de
Co/Cyw em momentos consecutivos de colheita de amostras. Pode, assim,
calcular-se a variancia, como medida da incerteza do valor médio obtido em
cada unidade experimental.

Pode caracterizar-se o valor de Pow pela varidncia dos resultados obtidos
em cada unidade experimental. Utiliza-se esta informagdo para calcular o
Pow como média ponderada dos resultados obtidos em cada uma das uni-
dades. Para isso, utiliza-se como fator de ponderagdo o inverso da variancia
dos resultados de cada unidade experimental. Consequentemente, os dados
com maior variacdo (expressa pela varidncia) e, portanto, menos fiaveis tém
menos influéncia no resultado final do que os dados com menor variancia.

Calcula-se também, de modo analogo, um desvio-padrdo ponderado. Este
parametro caracteriza a repetibilidade da medi¢do do Pow. Um valor baixo
de desvio-padrao ponderado indica uma repetibilidade elevada da determi-
nagdo de Pow num laboratério. Resume-se a seguir o tratamento estatistico
formal dos dados.
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50.

51.

52.

53.

Tratamento dos resultados
Demonstra¢ao de que se atingiu o equilibrio

Calcula-se, para cada momento de colheita de amostras, o logaritmo da
razdo entre a concentragdo da substancia em estudo em l-octanol e em
agua [log (Co/Cw)]. Comprova-se se o equilibrio foi atingido representado
graficamente essa razdo em funcdo do tempo. Se, nessa representagdo, for
definido um patamar que abranja pelo menos quatro momentos consecuti-
vos de colheita de amostras, o equilibrio terd sido atingido e o composto
estara verdadeiramente dissolvido no 1-octanol. Caso contrario, sera neces-
sario prosseguir o ensaio, até que quatro pontos consecutivos de colheita de
amostras gerem um declive ndo significativamente diferente de zero, para
p = 0,05, indicando assim que o pardmetro log (Co/Cyw) ¢ independente do
tempo.

Calculo de log Poy

O valor de log Pow de cada unidade experimental corresponde ao valor
médio ponderado de log (Co/Cyy) referente a parte da curva de log (Co/Cw)
em fun¢do do tempo na qual o equilibrio foi comprovadamente atingido.
Calcula-se essa média ponderando os dados com o inverso da variancia, de
modo que a influéncia dos dados no resultado final seja inversamente
proporcional a incerteza dos mesmos.

Valor médio de log Poy
O valor médio do log Pow de varias unidades experimentais corresponde a

média dos resultados dessas unidades, ponderados com a varidncia da uni-
dade respetiva.

O calculo a efetuar ¢ o seguinte:

IOg POWAAV = (EWi X log POW.i) X (Z‘,Wiy1

em que:
log Pow,; = valor do log Pow da unidade experimental i;
log Pow,ay = valor médio ponderado das determinag¢des de log Pow;

Wi = ponderagao estatistica do valor de log Pow correspondente a
unidade experimental i.

Como  w; utiliza-se .0 inverso da  varidncia de  log
Pow.i[wi = var(log Pow.i) " |.

Como estimativa do erro do valor médio de log Pow utiliza-se a repetibi-
lidade do log (Co/Cyw) determinado para a fase de equilibrio de cada uni-
dade experimental. Exprime-se esse erro como o desvio-padrdo ponderado
de log Pow,av (Clog Pow,av), © qual mede o erro associado a log Pow ay. O
desvio-padrdo ponderado pode calcular-se do seguinte modo, a partir da
varidncia ponderada

Variog pow.Av = (EWi X (log Powi — log Poway)?) X (Ewi x (n— 1))

0,5
Glog Pow,Av = (Varlog Pow‘Av)

O simbolo "n" corresponde ao numero de unidades experimentais.
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54.

Relatério dos ensaios

Elementos a constar do relatorio dos ensaios:
Substdncia em estudo:

— nome comum, denominag¢do quimica, nimero CAS, féormula estrutural
(indicando a posi¢do marcada marcada com isotopos radioativos, se for
esse o caso) e propriedades fisico-quimicas pertinentes (ver o ponto 17),

— grau de pureza da substancia (presenca de impurezas),

— grau de pureza radioquimica da substdncia marcada e atividade molar
(se for caso disso),

— estimativa preliminar de log Pow e método de célculo utilizado para
determinar esse valor.

Condi¢ées de realizagdo do ensaio:

— datas da realizagdo dos estudos,

— temperatura durante os ensaios,

— volumes de l-octanol e de agua no inicio de cada ensaio,
— volumes das amostras de l-octanol e de agua colhidas,

— volumes de l-octanol e de agua que permanecem nos recipientes de
ensaio,

— descri¢do dos recipientes de ensaio e das condi¢des de agitagdo utiliza-
dos (geometria da barra de agitagdo e do recipiente de ensaio, altura do
vortice, em milimetros, e, quando conhecida, velocidade de agitacdo),

— métodos de analise utilizados para determinar a substincia em estudo e
limite de quantificagdo dos mesmos,

— cronologia das colheitas de amostras,

— pH da fase aquosa e tampdes utilizados, quando se regula o pH devido a
presenga de moléculas ionizaveis,

— namero de replicados.
Resultados:
— repetibilidade e sensibilidade dos métodos de anélise utilizados,

— concentragdes determinadas da substancia em estudo no 1-octanol e na
agua, em fungdo do tempo,

— balango de massas,

— temperatura ¢ desvio-padrao da temperatura, ou intervalo de temperatu-
ras, durante o ensaio,

— grafico da razdo das concentragdes em fungdo do tempo,
— valor médio log Pow ay € erro-padrdo do mesmo,

— discussdo e interpretacdo dos resultados,
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— exemplos de dados ndo tratados de analises representativas (os dados
ndo tratados devem ser todos registados de acordo com as boas praticas
de laboratério), incluindo recuperagdes de padrdes paralelos, nimero de
niveis de concentragdo utilizado na calibragdo (juntamente com os cri-
térios do coeficiente de correlagdo da curva de calibragdo) e resultados
de controlo/garantia de qualidade,

— caso exista: relatorio da validagdo do protocolo experimental (a men-
cionar nas referéncias).
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Apéndice 1

Tabela para o calculo do volume minimo de agua necessario para a detecio,
em fases aquosas, de substincias em estudo com diferentes valores de log

Pressupostos:

1)OW

— Volume maximo de cada aliquota = 10 % do volume total; 5 aliquotas =
50 % do volume total.

— Concentra¢do da substancia em estudo = 0,7 X solubilidade em cada fase.
Se a concentragdo for mais baixa, serdo necessarios volumes maiores.

— Volume utilizado para determinar o limite de dete¢do (LOD) = 100 ml.

— As relagdes log Pow em fungdo de log Sw e log Pow em funcdo de SR
(solubilidade relativa, So/Sw) traduzem com razoabilidade relagdes eviden-
ciadas pelas substancias as quais o método se aplica.

Estimativa de Sy

log Pow Equagio log Sw Sw (mg/l)
4 (2)0,922 x log Poy + 4,184 0,496 3,133E+00
45 (-)0,922 x log Poy + 4,184 0,035 1,084E+00

5 (-)0,922 x log Poy + 4,184 ~ 0,426 3,750E-01
5.5 (=)0,922 x log Poy + 4,184 - 0,887 1,297E-01

6 (-)0,922 x log Poy + 4,184 ~ 1,348 4,487E-02
6,5 (-)0,922 x log Poy + 4,184 ~ 1,809 1,552E-02

7 (=)0,922 x log Poy + 4,184 ~ 2270 5,370E-03
7.5 (2)0,922 x log Poy, + 4,184 - 2,731 1,858E-03

8 (-)0,922 x log Poy + 4,184 - 3,192 6,427E-04

Estimativa de Sp

log Pow Equagdo So (mg/l)
4 log Poy = 0,88log SR + 0,41 3,763E+04
4,5 log Poy = 0,88log SR + 0,42 4,816E+04
5 log P,y = 0,88log SR + 0,43 6,165E+04
5,5 log Pow = 0,88log SR + 0,44 7,890E+04
6 log P,y = 0,88log SR + 0,45 1,010E+05
6,5 log Poy = 0,88log SR + 0,46 1,293E+05
7 log Py = 0,88log SR + 0,47 1,654E+05
7,5 log Poyw = 0,88log SR + 0,48 2,117E+05
8 log Pow = 0,88log SR + 0,49 2,710E+05
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Massa total da N N

(mg)

1319 526 2,5017 2,6333 1317 26 333
1 686 1 664 1,0127 1,0660 1 685 33709
2158 5263 0,4099 0,4315 2157 43 149
2762 16 644 0,1659 0,1747 2762 55230
3535 52 632 0,0672 0,0707 3535 70 691
4524 1664 36 0,0272 0,0286 4524 90 480
5790 5263 16 0,0110 0,0116 5790 115 807
7411 1 664 357 0,0045 0,0047 7411 148 223
9 486 5263 158 0,0018 0,0019 9 486 189 713

Calculo dos volumes

Volume minimo da fase aquosa, em funcio do limite de detecdo (LOD)

log Kow LOD (microgramas/l)— 0,001 0,01 0,10 1,00 10

4 0,04 0,38 3,80 38 380
4,5 0,09 0,94 9,38 94 938
5 0,23 2,32 23,18 232 2318
5,5 0,57 5,73 57,26 573 5726
6 1,41 14,15 141 1415 14 146
6,5 3,50 34,95 350 3495 34 950
7 8,64 86,35 864 8 635 86 351
7,5 21,33 213 2133 21335 213 346
8 52,71 527 5271 52711 527 111

Volume utilizado 0,1

na determinagao

do LOD (1)

Legenda

Representa menos de 10 % do volume total de fase aquosa, com um recipiente
de equilibrio de um litro.

Representa menos de 10 % do volume total de fase aquosa, com um recipiente
de equilibrio de dois litros.

Representa menos de 10 % do volume total de fase aquosa, com um recipiente
de equilibrio de cinco litros.

Representa menos de 10 % do volume total de fase aquosa, com um recipiente
de equilibrio de 10 litros.

Excede 10 % do volume até do recipiente de equilibrio de 10 litros.
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Resumo dos volumes necessarios, em funcio da hidrossolubilidade e do log Pow

Volume minimo (ml) da fase aquosa, em fungdo do limite de dete¢do (LOD)

log Pow Sw (mg/l) |[LOD (microgramas/l)—| 0,001 0,01 0,10 1,00 10
4 10 0,01 0,12 1,19 11,90 118,99
5 0,02 0,24 2,38 23,80 237,97
3 0,04 0,40 3,97 39,66 396,62
1 0,12 1,19 11,90 118,99 1 189,86
45 5 0,02 0,20 2,03 20,34 203,37
2 0,05 0,51 5,08 50,84 508,42
1 0,10 1,02 10,17 101,68 1016,83
0,5 0,20 2,03 20,34 203,37 2033,67
5 1 0,09 0,87 8,69 86,90 869,01
0,5 0,17 1,74 17,38 173,80 1738,02
0,375 0,23 2,32 23,18 231,75 2317,53
0,2 0,43 435 4345 434,51 4 345,05
5,5 0,4 0,19 1,86 18,57 185,68 1 856,79
0,2 0,37 3,71 37,14 371,36 3713,59
0,1 0,74 743 74,27 742,72 7427,17
0,05 1,49 14,85 148,54 | 148543 14 854,35
6 0,1 0,63 6,35 63,48 634,80 6 347,95
0,05 1,27 12,70 126,96 | 1269,59 12 695,91
0,025 2,54 25,39 253,92 | 253918 25391,82
0,0125 5,08 50,78 507,84 | 507836 50 783,64
6,5 0,025 2,17 21,70 217,02 | 2170,25 21 702,46
0,0125 434 43,40 434,05 | 434049 43 404,93
0,006 9,04 90,43 904,27 | 9 042,69 90 426,93
0,003 18,09 180,85 | 180854 | 1808539 | 180853,86
7 0,006 7,73 77,29 772,89 | 772885 77 288,50
0,003 15,46 154,58 | 154577 | 15457,70 | 154 577,01
0,0015 23,19 231,87 | 231866 | 2318655 | 231865,51
0,001 46,37 463,73 | 463731 | 46373,10 | 463 731,03
7.5 0,002 19,82 198,18 | 1981,77 | 19817,73 198 177,33
0,001 39,64 396,35 | 3963,55 | 3963547 | 396 354,66
0,0005 79,27 792,71 | 7927,09 | 7927093 | 792 709,32
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log Pow Sw (mg/l) |LOD (microgramas/l)— | 0,001 0,01 0,10 1,00 10
0,00025 158,54 158542 | 15854,19 | 158 541,86 | 1585 418,63

0,001 33,88 338,77 | 3387,68 | 3387677 338 767,72

0,0005 67,75 677,54 | 677535 | 6775354 677 535,44

0,00025 135,51 1355,07 | 13550,71 | 135507,09 | 1355 070,89

0,000125 271,01 | 2710,14 | 27101,42 | 271 014,18 | 2710 141,77

Volume utilizado na de-
terminagdo do LOD (1)

0,1
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Apéndice 2

Exemplo de recipiente com camisa de vidro para o ensaio com agitacio
lenta, para determinacio do Pow

TJ-H
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A24. COEFICIENTE DE  PARTICAO (N-OCTANOL/AGUA):
METODO POR CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA
EFICIENCIA (HPLC)

INTRODUCAO
Este método ¢ equivalente ao Test Guideline TG 117 (2004) da OCDE.

1. O coeficiente de particdo (P) define-se como a razdo entre as concentragdes
de equilibrio de uma substancia dissolvida num sistema de duas fases cons-
tituido por dois solventes claramente imisciveis. No caso do n-octanol e da
agua,

C, — octanol
P, = ”Ci
agua

o coeficiente de particdo é o quociente entre duas concentra¢des, adimen-
sional e apresentado vulgarmente na forma do seu logaritmo de base 10.

2. Pow ¢ um pardmetro fundamental nos estudos do destino dos produtos
quimicos no ambiente. Estd comprovada a existéncia de uma relagdo muito
significativa entre o P, da forma ndo ionizada das substincias e a bio-
acumulacdo dessas substincias nos peixes. Foi igualmente demonstrado que
o P,y € um parametro util na previsdo da adsor¢do no solo e nos sedimen-
tos e no estabelecimento de relagdes quantitativas estrutura-atividade para
uma vasta gama de efeitos biologicos.

3. A proposta original do presente método de ensaio baseou-se num artigo da
autoria de C.V. Eadsforth e P. Moser (1). O desenvolvimento do método de
ensaio e a realizagdo de um ensaio comparativo interlaboratorial organizado
pela OCDE foram coordenados pelo Umweltbundesamt da Reputblica Fede-
ral da Alemanha em 1986 (2).

CONSIDERACOES INICIAIS

4.  Os valores de log P, na gama de — 2 a 4 (ocasionalmente, 5 e mais) (')
podem ser determinados experimentalmente pelo método do frasco agitado
(capitulo A.8 do presente anexo, Test Guideline TG 107 da OCDE). O
método de HPLC abrange valores de log P, na gama de 0 a 6 (1) (2)
(3) (4) (5). Pode exigir uma estimativa do P, para o estabelecimento de
substincias de referéncia adequadas e o apoio de quaisquer conclusdes
decorrentes dos dados produzidos no ensaio. Os métodos de calculo sdo
discutidos de forma sucinta no apéndice. A HPLC ¢é executada em modo
isocratico.

5. Os valores de P,,, dependem das condi¢des operacionais (temperatura, pH,
forga idnica, etc.), condi¢des essas que devem estar bem definidas, com
vista a interpretagdo correta dos dados de P,,. No respeitante as substancias
ionizaveis, pode tornar-se disponivel outro método (por exemplo, projeto de
orientagdes da OCDE para a determinagdo do pH de substancias ionizadas
(6)), passivel de utilizagdo como método alternativo. Embora o presente
projeto de orientagdes da OCDE possa ser adequado a determinagdo dos
P, dessas substancias ionizaveis, em alguns casos ¢ mais adequado utilizar
o método de HPLC com um pH pertinente do ponto de vista ambiental (ver
ponto 9).

(") O limite maximo deve-se a necessidade de garantir a completa separagdo das fases apos
o ajustamento do equilibrio de parti¢do e antes da colheita das amostras para as deter-
minagdes analiticas. Se forem tomados os devidos cuidados, o limite maximo pode ser
alargado a valores mais elevados de Pgy.
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10.

PRINCIPIO DO METODO

A HPLC de fase reversa ¢ aplicada em colunas analiticas com uma fase
solida comercialmente disponivel que contenha hidrocarbonetos de cadeia
longa (por exemplo, C8, C18) quimicamente ligados a silica.

Os produtos quimicos injetados em colunas desse tipo repartem-se entre a
fase movel do solvente e a fase estacionaria de hidrocarbonetos, a medida
que sdo arrastados pela fase movel ao longo da coluna. As substancias sdo
retidas  proporcionalmente a0  seu  coeficiente de  particdo
hidrocarbonetos-agua, sendo as substancias hidrofilas eluidas primeiro e
as substancias lipofilas eluidas em tltimo lugar. O tempo de retengdo ¢é
descrito pelo fator de capacidade &, dado pela expressdo:

_tR—1
-4

k

em que tg representa o tempo de retengdo do produto quimico em estudo e
to 0 tempo morto, ou seja, o tempo médio de que uma molécula de solvente
necessita para atravessar a coluna. Ndo sdo necessarios métodos analiticos
quantitativos, sendo apenas necessaria a determinagdo dos tempos de reten-
céo.

O coeficiente de particdo octanol/agua de um produto quimico em estudo
pode ser calculado através da determinagdo experimental do seu fator de
capacidade k, introduzido de seguida na seguinte equagdo:

log Ppyy =a+ b x logk

em que

a, b = coeficientes de regressdo linear.

A equagdo anterior pode ser obtida por regressdo linear dos logaritmos dos
coeficientes de partigdo octanol/agua de substancias de referéncia em fungéo
dos logaritmos dos fatores de capacidade das mesmas.

O método de HPLC de fase reversa permite estimar coeficientes de parti¢ao
na gama de log P,,, compreendida entre 0 e 6, que, em casos excecionais,
pode ser alargada a gama de log P,,, compreendida entre 6 e 10. Para tal,
pode ser necessario alterar a fase movel (3). O método ndo ¢ aplicavel a
acidos e bases fortes, a complexos de metais, a substincias que reajam com
o eluente ou a agentes tensioativos. Podem ser efetuadas determinagdes com
substancias ionizaveis na forma ndo ionizada (acido livre ou base livre),
apenas por recurso a um tampao adequado com pH inferior ao pK, do 4cido
livie ou superior ao pK, da base livre. Em alternativa, podera
disponibilizar-se o0 método de medi¢do do pH para o ensaio de substancias
ionizaveis (6), para utilizagdo como método alternativo (6). Se a determi-
nagdo do valor de log P, tiver por objetivo a classificagio em matéria de
perigos para o ambiente ou a avaliagdo dos riscos para o ambiente, o ensaio
deve ser executado no intervalo de pH pertinente para o meio natural, ou
seja, na gama 5,0 - 9.

Em alguns casos, a presenga de impurezas pode dificultar a interpretagdo
dos resultados devido a incerteza na atribuicdo dos picos. No caso de
misturas que produzam bandas ndo resolvidas, devem comunicar-se os li-
mites inferiores de log P, e a percentagem da area correspondente a cada
pico de log P,y. No caso de misturas constituidas por um grupo de com-
postos homologos, deve também ser referida a média ponderada do log Py,
(7), calculada com base nos diversos valores de P, e nos correspondentes
valores percentuais de area (8). Para o calculo (9) devem ser tomados em
conta todos os picos que contribuam para uma area igual ou superior a 5 %
da area total dos picos:
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>_i(10g Py ) (% drea) 3~ (log Poyi)(%; area)
% drea total dos picos > % drea

média ponderada log P,,, =

A média ponderada do log P, ¢ valida apenas para substincias ou misturas
(por exemplo, tall oils) constituidas por séries homoélogas (por exemplo,
séries de alcanos). As medi¢cdes de misturas podem produzir resultados
significativos, desde que o detetor tenha a mesma sensibilidade relativa-
mente a todos os componentes da mistura e que estes possam ser resolvidos
de forma adequada.

INFORMACOES SOBRE A SUBSTANCIA EM ESTUDO

Antes da utilizagdo do método, devem conhecer-se a férmula estrutural, a
constante de dissociacdo e a solubilidade na fase movel. Além disso, sdao
também uteis informagdes sobre a eventual hidrolise.

CRITERIOS DE QUALIDADE

Com vista a aumentar a confianga da medi¢do, devem ser efetuadas deter-
minagdes em duplicado.

— Repetibilidade: Os valores de log P, decorrentes de medigdes repetidas
realizadas em condigdes idénticas e com o mesmo conjunto de subs-
tancias de referéncia devem situar-se num intervalo de + 0,1 unidades
logaritmicas.

— Reprodutibilidade: Se as medigdes forem repetidas com um conjunto
diferente de substdncias de referéncia, os resultados podem divergir.
O coeficiente de correlagdo, R, entre log k e log Py, para um conjunto
de substancias em estudo, ¢ geralmente da ordem de 0,9, o que corres-
ponde a um coeficiente de partigdo octanol/agua de log P, + 0,5
unidades logaritmicas.

O ensaio comparativo interlaboratorial demonstrou que, quando se utiliza o
método por HPLC, podem obter-se valores de log P, numa gama de + 0,5
unidades relativamente aos obtidos pelo método do frasco agitado (2). As
referéncias bibliograficas (4) (5) (10) (11) (12) apresentam outras compara-
¢des. Os graficos de correlagdo baseados em substincias de referéncia es-
truturalmente afins fornecem os resultados mais precisos (13).

SUBSTANCIAS DE REFERENCIA

Para estabelecer uma correlagdo entre o fator £ de capacidade de uma
substancia e o seu P, ¢ necessario tracar uma curva de calibracdo com,
pelo menos, seis pontos (ver ponto 24). A selegdo das substancias de
referéncia adequadas ¢ deixada ao critério do utilizador. As substincias
de referéncia devem, em geral, apresentar valores de log P,, que abranjam
o log P, da substiancia em estudo, ou seja, pelo menos uma substancia de
referéncia deve apresentar um P, superior ao da substdncia em estudo, e
outra um P, inferior. A extrapolagdo s6 deve ser utilizada em casos ex-
cecionais. E recomendavel que as substancias de referéncia sejam estrutu-
ralmente relacionadas com a substancia em estudo. Os valores de log P,
das substancias de referéncia utilizadas para a calibragdo devem basear-se
em dados experimentais fidveis. Contudo, no caso de substancias com log
P, elevado (geralmente mais de 4), podem utilizar-se os valores calcula-
dos, salvo se existirem dados experimentais fidveis. Se forem utilizados
valores extrapolados, é necessario definir um valor-limite.

Existem listagens extensivas de valores de log P,y para muitos grupos de
compostos quimicos (14) (15). Caso os dados sobre os coeficientes de
particdo das substancias estruturalmente afins ndo se encontrem disponiveis,
¢ possivel recorrer a uma calibragdo mais geral por recurso a outras subs-
tancias de referéncia. As substincias de referéncia recomendadas, junta-
mente com os respetivos valores de P, constam do quadro 1. Quanto as
substancias ionizaveis, os valores indicados dizem respeito a forma ndo
ionizada. Foi efetuada uma verificagdo da plausibilidade e da qualidade
dos valores no contexto do ensaio de comparagdo interlaboratorial.
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Quadro 1

Substincias de referéncia recomendadas

Numero CAS Substancia de referéncia log Pow pKa
1 78-93-3 2-Butanona 0,3
(metiletilcetona)
2 1122-54-9 4-Acetilpiridina 0,5
3 62-53-3 Anilina 0,9
4 103-84-4 Acetanilida 1,0
5 100-51-6 Alcool benzilico 11
6 150-76-5 4-Metoxifenol 1,3 pKa = 10,26
7 122-59-8 Acido fenoxiacético 1,4 pKa = 3,12
8 108-95-2 Fenol 1,5 pKa = 9,92
9 51-28-5 2,4-Dinitrofenol 1,5 pKa = 3,96
10 100-47-0 Benzonitrilo 1,6
11 140-29-4 Fenilacetonitrilo 1,6
12 589-18-4 Alcool 4-metilbenzilico 1,6
13 98-86-2 Acetofenona 1,7
14 88-75-5 2-Nitrofenol 1,8 pKa = 7,17
15 121-92-6 Acido 3-nitrobenzdico 1,8 pKa = 3,47
16 106-47-8 4-Cloroanilina 1,8 pKa = 4,15
17 98-95-3 Nitrobenzeno 1,9
18 104-54-1 Alcool cinamilico 1,9
(alcool cinamico)
19 65-85-0 Acido benzoico 1,9 pKa = 4,19
20 106-44-5 p-Cresol 1,9 pKa = 10,17
21 140-10-3 Acido cinamico 2,1 pKa = 3,89 (cis)
(trans) 4.4 (trans)
22 100-66-3 Anisole 2,1
23 93-58-3 Benzoato de metilo 2,1
24 71-43-2 Benzeno 2,1
25 99-04-7 Acido metilbenzéico 2,4 pKa = 4,27
26 106-48-9 4-Clorofenol 2.4 pKa = 9,1
27 79-01-6 Tricloroetileno 2,4
28 1912-24-9 Atrazina 2,6
29 93-89-0 Benzoato de etilo 2,6
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Nutmero CAS Substancia de referéncia log P, pKa

30 1194-65-6 2,6-Diclorobenzonitrilo 2,6

31 535-80-8 Acido 3-clorobenzoico 2,7 pKa = 3,82
32 108-88-3 Tolueno 2,7

33 90-15-3 1-Naftol 2,7 pKa = 9,34
34 608-27-5 2,3-Dicloroanilina 2,8

35 108-90-7 Clorobenzeno 2,8

36 1746-13-0 Eter alilfenilico 2,9

37 108-86-1 Bromobenzeno 3,0

38 100-41-4 Etilbenzeno 3,2

39 119-61-9 Benzofenona 32

40 92-69-3 4-Fenilfenol 32 pKa = 9,54
41 89-83-8 Timol 33

42 106-46-7 1,4-Diclorobenzeno 34

43 122-39-4 Difenilamina 34 pKa = 0,79
44 91-20-3 Naftaleno 3,6

45 93-99-2 Benzoato de fenilo 3,6

46 98-82-8 Isopropilbenzeno 3,7

47 88-06-2 2,4,6-Triclorofenol 3,7 pKa =6
48 92-52-4 Bifenilo 4,0

49 120-51-4 Benzoato de benzilo 4,0

50 88-85-7 2,4-Dinitro-6-sec-butilfenol 4,1

51 120-82-1 1,2,4-Triclorobenzeno 42

52 143-07-7 Acido dodecandico 42 pKa =53
53 101-84-8 Eter difenilico 4,2

54 85-01-8 Fenantreno 4.5

55 104-51-8 n-Butilbenzeno 4,6

56 103-29-7 Dibenzilo 4,8

57 3558-69-8 2,6-Difenilpiridina 49

58 206-44-0 Fluoranteno 5,1

59 603-34-9 Trifenilamina 5,7

60 50-29-3 DDT 6,5
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DESCRICAO DO METODO
Estimativa preliminar do coeficiente de particao

Se necessério, o coeficiente de particdo da substdncia de ensaio pode ser
estimado, preferencialmente por recurso a um método de calculo (ver apén-
dice), ou, se for caso disso, com base na razdo entre a solubilidade da
substancia de ensaio nos solventes puros.

Material e aparelhagem

E necessario um cromatégrafo de fase liquida equipado com uma bomba de
pulsacdo baixa e um sistema de dete¢do adequado. Podem ser utilizados
com uma grande variedade de grupos quimicos um detetor de UV que
utilize um comprimento de onda de 210 nm ou um detetor de IR. A
presenca de grupos polares na fase estaciondria pode prejudicar gravemente
os resultados da coluna de HPLC. Consequentemente, as fases estacionarias
devem possuir uma percentagem minima de grupos polares (16). Podem-se
utilizar enchimentos de fase reversa de microparticulas disponiveis comer-
cialmente ou colunas pré-enchidas. Pode-se interpor uma coluna de protegéo
entre o sistema de injecdo e a coluna analitica.

Fase movel

Para a preparagdo do solvente de eluigdo, que é desgaseificado antes da
utilizaggo, utilizam-se metanol para HPLC e agua destilada ou desionizada.
A eluigdo deve ser isocratica. Devem utilizar-se razdes metanol/agua com
um teor minimo de agua de 25 %. Normalmente, uma propor¢do de 3:1
(v/v) na mistura metanol/agua ¢ satisfatoria para a eluicdo de substincias de
log P igual a 6 ao fim de uma hora, com um caudal de 1 ml/minuto.
No caso de substancias com log P superior a 6, pode ser necessario reduzir
o tempo de eluicdo (inclusive dos compostos de referéncia), diminuindo a
polaridade da fase mdvel ou o comprimento da coluna.

A substancia em estudo e as substancias de referéncia devem ser soltiveis na
fase mével em concentragdes suficientes para permitir as suas detecdes.
Apenas em casos excecionais podem ser utilizados aditivos com a mistura
de metanol/agua, uma vez que modificam as propriedades da coluna. Nesses
casos, importa confirmar que os tempos de retencdo das substdncias em
estudo e de referéncia ndo sdo influenciados. Se a mistura metanol/agua
ndo for adequada, podem utilizar-se outras misturas de solventes organicos
com agua, como, por exemplo, etanol-dgua, acetonitrilo-agua ou alcool
isopropilico (2-propanol)-agua.

O pH do eluente constitui um pardmetro critico para as substincias ioniza-
veis. Deve estar compreendido na gama de pH de funcionamento da coluna,
normalmente entre 2 e 8. Recomenda-se a utilizagdo de uma
mistura-tampdo. E necessario tomar precaugdes para evitar a precipitagio
de sais e a deterioragdo da coluna, cuja ocorréncia € possivel com algumas
misturas fase organica/tampao. Em geral, ndo sdo aconselhaveis determina-
¢oes por HPLC com fases estacionarias a base de silica para valores de pH
superiores a 8, dado que a utilizagdo de uma fase movel alcalina pode
causar uma deterioragdo rapida do desempenho da coluna.

Solutos

As substancias de ensaio e de referéncia devem ser suficientemente puras
para permitir a atribui¢do dos picos dos cromatogramas as respetivas subs-
tancias. As substincias a utilizar para efeitos de ensaio ou calibragdo sdo
dissolvidas na fase movel, se possivel. Se, para dissolver as substancias de
ensaio e de referéncia, se recorrer a um solvente que nio seja a fase movel,
esta deve ser utilizada para a dilui¢do final antes da injecéo.

Condigoes de realiza¢do dos ensaios

Durante as medigoes, a temperatura ndo deve variar mais de + 1 °C.
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24.
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26.

Determinacido do tempo morto (t,)

O tempo morto (ty) pode ser determinado por recurso a substancias orga-
nicas ndo retidas (por exemplo, tioureia ou formamida). E possivel obter um
tempo morto mais preciso a partir dos tempos de retengdo medidos ou de
um conjunto de cerca de sete membros de uma série homologa (por exem-
plo, n-alquilmetilcetonas) (17). Os tempos de retengdo tgr (nc + 1) séo re-
presentados em fungdo de tg (nc), sendo nc o nimero de atomos de car-
bono. Obtém-se uma linha reta, tg (nc + 1) = A tg (nc) + (1 — A)ty; 0
parametro A, que representa k(nc + 1)/k(nc), € constante. O tempo morto,
ty, obtém-se a partir da ordenada na origem (1 — A)ty e do declive A.

Equacio de regressio

A etapa seguinte consiste em tragar uma curva de correlagdo de log k em
fungdo de log P para substincias de referéncia apropriadas com valores de
log P proximos do valor esperado para o produto quimico em estudo. Na
pratica, sdo injetadas em simultdneo 6 a 10 substancias de referéncia.
Determinam-se os tempos de retengdo, utilizando preferencialmente um
integrador de registo ligado ao sistema de dete¢do. Os logaritmos corres-
pondentes dos fatores de capacidade, log k, sdo representados graficamente
em fungdo de log P. A equacdo de regressdo ¢ aplicada a intervalos regu-
lares, pelo menos uma vez por dia, de forma a poder ter em conta possiveis
variagdes no desempenho da coluna.

DETERMINACAO DO Pow DO PRODUTO QUIMICO EM ESTUDO

O produto quimico em estudo ¢ injetado na menor quantidade detetavel.
Determina-se o tempo de retengdo em duplicado. O coeficiente de particéo
do produto ¢ obtido por interpolacdo do fator de capacidade calculado na
curva de calibragdo. Para coeficientes de partigdo muito baixos ou muito
elevados, € necessaria uma extrapolagdo. Nestes casos, em particular, deve
prestar-se especial aten¢@o aos intervalos de confianga da curva de regres-
sd0. Se o tempo de retengdo da amostra estiver fora da gama de tempos de
retengdo obtidos para as substancias de referéncia, é necessario definir um
valor-limite.

DADOS E RELATORIOS
Relatorio do ensaio

O relatério deve obrigatoriamente incluir os seguintes elementos:

— valores estimados ¢ método utilizado, caso tenha sido efetuada a esti-
mativa preliminar do coeficiente de parti¢do; se foi utilizado um método
de calculo, apresentar a respetiva descri¢do completa, incluindo a iden-
tificagdo da base de dados e informagdes pormenorizadas sobre a esco-
lha dos fragmentos;

— substancia em estudo e substancias de referéncia: grau de pureza, for-
mula de estrutura e numero CAS;

— descrigdo do equipamento e das condigdes de funcionamento: coluna
analitica, coluna de protecao;

— fase moével, meios de detegdo, gama de temperaturas, pH;
— perfis de elui¢do (cromatogramas);
— tempo morto e respetivo método de medigdo;

— dados de retengdo e valores de log P,, encontrados nas referéncias
bibliograficas para as substancias de referéncia utilizadas na calibragéo;

— pormenores sobre a curva de regressao ajustada (log k em funcéo de log
P,w) € o coeficiente de correlagdo da mesma, incluindo intervalos de
confianga;
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— dados de retengdo média e valor de log Py, interpolado para o produto
quimico em estudo;

— no caso de misturas: cromatograma com o perfil de elui¢do, indicando a
suspensdo desta;

— valores de log P,,, relativos a percentagem da area do pico correspon-
dente a log P,y;

— célculo por recurso a curva de regressdo;
— média ponderada dos valores de log P, calculados, se pertinente.
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Apéndice

Métodos de calculo de Pow
INTRODUCAO

O presente apéndice apresenta uma breve introdugdo ao célculo do Py,
Para mais informagdes, remete-se o leitor para as obras de referéncia (1) (2).

Os valores calculados de Py, sdo utilizados para os seguintes fins:

— decidir qual o método experimental a utilizar: método do frasco agitado,
para valores de log P,, compreendidos entre —2 e 4, ¢ método por
HPLC, para valores de log P,, compreendidos entre 0 e 6;

— selecionar as condi¢des de execucdo da HPLC (substancias de referén-
cia, propor¢do metanol/agua);

— averiguar a plausibilidade dos valores obtidos por métodos
experimentais;

— obter uma estimativa quando n@o puderem ser aplicados métodos
experimentais.

Principio dos métodos de calculo

Todos os métodos de calculo sugeridos se baseiam na fragmentaggo tedrica
da molécula em substruturas adequadas relativamente as quais sejam co-
nhecidos valores fiaveis dos incrementos de log P,,. O log P, ¢ obtido
através da soma dos valores correspondentes aos fragmentos com os termos
de correc@o para ter em conta as interagdes intramoleculares. Existem listas
de constantes de fragmentos e de termos de corregdo (1) (2) (3) (4) (5) (6).
Algumas sdo atualizadas regularmente (3).

Fiabilidade dos valores calculados

Em geral, a fiabilidade dos métodos de calculo diminui & medida que a
complexidade da substdncia em estudo aumenta. No caso de moléculas
simples com baixo peso molecular ¢ um ou dois grupos funcionais, ¢é
admissivel um desvio de 0,1 a 0,3 unidades de log P,,, entre os resultados
obtidos com os diversos métodos de fragmentagdo e os valores medidos. A
margem de erro depende da fiabilidade das constantes dos fragmentos uti-
lizadas, da capacidade para identificar interagcdes intramoleculares (por
exemplo, ligacdes de hidrogénio) e da utilizacdo correta dos termos de
corre¢do. No caso de substancias ionizantes, devem ser tidos em conta a
carga ¢ o grau de ionizacdo (10).

Método n de Fujita-Hansch

A constante do substituinte hidréfobo (m), introduzida por Fujita et al. (7),
define-se do seguinte modo:

"X = log P,y (PhX) — log P, (PhH)
em que PhX é um derivado aromatico e PhH a substincia parental.

por exemplo, "Cl = log Pow (C¢HsCl) — log P, (CsHg)
=2,84 — 2,13
=0,71

O método m tem especial interesse no caso de substincias aromaticas.
Encontram-se disponiveis valores m para um grande niimero de substituintes

) ).
Método de Rekker

No método de Rekker (8), o valor de log P, ¢ calculado do seguinte
modo:

Log P,, = Z afi+ Z(termos de intera\char "e7\char "e30)

! J
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em que a; representa o numero de vezes que um dado fragmento ocorre na
molécula e f; o incremento de log P,,, do fragmento. Os termos de interagao
podem ser expressos na forma de um integral multiplo de uma tnica cons-
tante C,, (designada por «constante magica»). As constantes dos fragmentos
f; e C,, foram determinadas a partir de uma listagem de 1054 valores
experimentais de P, (correspondentes a 825 substincias), utilizando analise
de regressdo multipla (6) (8). A determinagdo dos termos de interagdo
efetua-se de acordo com regras definidas (6) (8) (9).

Método de Hansch-Leo

No método de Hansch e Leo (4), o valor de log Py, ¢ calculado do seguinte
modo:

Log Pow = Z a;f; + ijFj
i i

em que f; ¢ uma constante de fragmento, F; um termo (fator) de corregio, a;
€ b; a frequéncia de ocorréncia correspondente. As listagens de valores
fragmentais correspondentes a 4tomos ou grupos F; foram obtidas por «ten-
tativa e erro» a partir dos valores experimentais de P,,. Os termos de
correcdo foram divididos em diversas classes diferentes (1) (4). Foram
desenvolvidos conjuntos de sofware para ter em conta todas as regras e
termos de correcao (3).

METODO COMBINADO

O calculo dos valores log P, de moléculas complexas pode ser conside-
ravelmente aperfeicoado se a molécula for cindida em substruturas para as
quais se encontrem disponiveis valores fiaveis de log P, tanto a partir de
tabelas (3) (4) como de medic¢des. Esses fragmentos (por exemplo, hetero-
ciclos, antraquinona, azobenzeno) podem posteriormente ser combinados
com os valores © de Hansch ou com as constantes dos fragmentos de
Rekker ou Leo.

Observagoes

i)

iii)

(iv)

M

2

3

“

Os métodos de calculo apenas sdo aplicaveis a substancias parcial ou total-
mente ionizadas se forem tidos em conta os fatores de corregdo necessarios.

Caso se presuma a existéncia de ligagdes intramoleculares entre dtomos de
hidrogénio, ¢ necessario adicionar os termos de corre¢do correspondentes
(aproximadamente +0,6 a +1,0 unidades de log P,,) (1). Podem obter-se
indica¢des da presenga dessas ligagdes a partir de modelos espaciais ou de
dados espetroscopicos.

Se forem possiveis diversas formas tautoméricas, deve utilizar-se a forma
mais provavel como base de célculo;

As revisoes das listagens de constantes de fragmentos devem ser seguidas de
perto.
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A25  CONSTANTES DE DISSOCIACAO EM AGUA (METODO DE
TITULACAO — METODO ESPETROFOTOMETRICO —
METODO CONDUTIMETRICO)

INTRODUCAO

Este método de ensaio ¢ equivalente ao Test Guideline 112 (1981) da OCDE.

Pré-requisitos

— Meétodo analitico adequado
— Solubilidade em agua

Dados para orientacgio

— Formula estrutural
— Condutividade elétrica (método condutimétrico)

Condi¢ées de admissibilidade

— Todos os métodos de ensaio podem ser executados com substincias puras ou
comerciais. Devem ser tidos em conta os possiveis efeitos de impurezas nos
resultados.

— O método por titulagdo ndo ¢ adequado para substincias de baixa solubili-
dade (ver infra, «solugdes de ensaio»).

— O método espetrofotométrico s6 ¢ aplicavel a substancias cujas formas dis-
sociada e ndo dissociada tém espetros de absor¢do UV/VIS apreciavelmente
diferentes. Pode também ser adequado para substancias com baixa solubili-
dade e para substancias dissociativas que ndo sejam acidas nem basicas (p.
ex., formagdo de complexos).

— Nos casos que obedecem a equacdo de Onsager, pode utilizar-se um método
condutimétrico, mesmo em concentragdes relativamente baixas e em casos
nos quais ndo exista um equilibrio acido/base.

Documentos normalizados

O presente método baseia-se nos métodos indicados nas referéncias incluidas na
respetiva seccdo e no Preliminary Draft Guidance for Premanufacture Notifica-
tion da EPA, de 18 de agosto de 1978.

METODO — INTRODUCAO, FINALIDADE, AMBITO, PERTINENCIA,
APLICACAO E LIMITES DO ENSAIO

A dissociagdo de uma substancia na agua ¢ importante para avaliar o seu impacto
no ambiente. Determina a forma da substancia, que, por sua vez, determina o seu
comportamento e o seu transporte. Pode afetar a absor¢do da substancia nos solos
e nos sedimentos, bem como nas células biologicas.

Definicoes e unidades
Dissociacdo ¢ a divisdo reversivel em duas ou mais espécies quimicas, que
podem ser iénicas. O processo, em termos gerais, ¢ expresso pela equagio

RX= R+X~

A constante de equilibrio que rege a reagdo, expressa em fungdo da concentrag@o,
¢ dada por

_[RYx]

T

Por exemplo, no caso particular em que R ¢ o hidrogénio (substincia acida), a
constante ¢
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ou

PKo =pH — log

[HX]

Substincias de referéncia

Quando se investiga uma substincia nova, ndo € necessario utilizar em todos os
casos as substdncias de referéncia que se seguem. Referem-se, principalmente,
para executar com regularidade a calibragdo do método, bem como para possi-
bilitar a comparacgdo dos resultados se se aplicar outro método.

pKa () Temp. em °C
p-Nitrofenol 7,15 251
Acido benzoico 4,12 20
p-Cloroanilina 3,93 20

() Nao se dispde de nenhum valor a 20 °C, mas pode presumir-se que a variabilidade dos
resultados de medigdo ¢ superior a dependéncia previsivel da temperatura

Seria util dispor de uma substancia com varios pKs, conforme se referird na
descri¢do do principio do método. Uma substancia desse tipo pode ser, por
exemplo:

Acido citrico PK, (8) Temp. em °C
1) 3,14 20
2) 4,77 20
3) 6,39 20

Principio do método de ensaio

Em termos gerais, o processo descrito depende apenas ligeiramente da tempera-
tura, na gama de temperaturas relevantes do ponto de vista ambiental. A deter-
minagdo da constante de dissociagdo exige a medicdo das concentra¢des das
formas dissociada e ndo dissociada do produto quimico. A constante pode ser
determinada com base na estequiometria da reagdo de dissociagdo indicada em
«Defini¢des e unidades» No caso especifico descrito no presente método de
ensaio, a substincia comporta-se como acido ou como base, sendo a determina-
¢do feita, de forma mais pratica, pela determinagdo das concentracdes relativas
das formas ionizada e ndo ionizada da substincia e do pH da solugdo. A relagio
entre estes termos ¢ dada pela equac@o que define o pK,, na secgdo «Definigdes e
unidades» Algumas substincias apresentam varias constantes de dissociago, para
as quais se podem estabelecer equagdes semelhantes. Alguns dos métodos a
seguir descritos sdo também adequados para processos de dissociagdo que ndo
envolvam acidos nem bases.

Critérios de qualidade

Repetibilidade

A constante de dissociacdo deve ser reprodutivel com uma aproximagdo a
+ 0,1 unidades logaritmicas (no minimo, trés determinagdes).

DESCRICAO DO PROTOCOLO DE ENSAIO

Podem adotar-se duas abordagens basicas para a determinagdo do pK,. Uma delas
consiste na titulagdo de uma determinada quantidade de substancia com um padrio
acido ou basico, consoante 0 caso; a outra consiste em determinar a concentragdo
relativa das formas ionizada e nio ionizada e a sua dependéncia do pH.
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Preparacées

Os métodos baseados nos referidos principios compreendem processos de titula-
¢do, espetrofotométricos e condutimétricos.

Solugdes utilizadas no ensaio

Nos métodos de titulagdo e condutimétrico, o produto quimico deve ser dissol-
vido em 4gua destilada. No caso da espetrofotometria e de outros métodos,
utilizam-se solu¢des-tampdo. A concentragdo da substdncia em estudo ndo
pode exceder 0,01 M ou metade da concentragdo de saturagdo (prevalecendo o
menor destes valores), devendo utilizar-se uma substancia com a maior pureza
possivel para completar as solu¢des. Se a substancia for moderadamente soluvel,
pode ser dissolvida numa pequena quantidade de solvente miscivel em agua antes
de ser adicionada nas concentragdes atras indicadas.

Deve averiguar-se a presenca de emulsdes nas solu¢des por recurso a um feixe de
filtragdo, em especial se se utilizar um cossolvente para refor¢ar a solubilidade.
Se se utilizarem solugdes-tampdo, a concentragdo do tampdo nio pode exceder
0,05 M.

Condic¢oes de realizacdo do ensaio
Temperatura

A temperatura deve ser mantida num intervalo maximo de = 1 °C. A determi-
nagdo deve ser efetuada, de preferéncia, a temperatura de 20 °C.

Caso se preveja que os resultados dependam da temperatura, a determinagdo deve
ser efetuada a, pelo menos, duas outras temperaturas de ensaio. Nestas condigdes,
os intervalos de temperatura devem ser de 10 °C e a temperatura deve ser
mantida a = 0,1 °C.

Andlises

O método sera determinado pela natureza da substdncia que se pretende ensaiar.
Deve ser suficientemente sensivel para permitir a determinagdo das diferentes
espécies em cada concentragdo de ensaio.

Realizacdo do ensaio
Método de titulagdo

A solugdo de ensaio ¢ titulada com a solugdo-padrdo de acido ou de base,
consoante o caso, medindo-se o pH apds cada adigdo de titulante. Devem
efetuar-se, pelo menos, 10 adigdes antes de ser atingido o ponto de equivaléncia.
Se o equilibrio for atingido com rapidez suficiente, pode utilizar-se um poten-
cidmetro registador. Neste método, tanto a quantidade total como a concentragido
da substancia tém de ser conhecidas com rigor. Devem ser tomadas precaugdes
para evitar a interferéncia de dioxido de carbono. Os ensaios de referéncia (p. ex.,
referéncias (1), (2), (3) e (4)) contém pormenores sobre o procedimento, as
precaugdes a tomar e os calculos.

Método espetrofotométrico

Determina-se o comprimento de onda ao qual as formas ionizada e ndo ionizada
da substincia tém coeficientes de extingdo consideravelmente diferentes. Obtém-
-se 0 espetro de absor¢do no UV/VIS de solugdes de concentragdo constante, em
fungdo do pH, para substancias essencialmente ndo ionizadas e totalmente ioni-
zadas, a varios pH intermédios. Para tal, pode proceder-se a adi¢ao de por¢des de
acido ou base concentrados a um volume relativamente grande de uma solugéo
da substdncia num tampao multicomponentes, a um pH inicialmente alto ou
baixo (ref. 5), ou a adi¢do de volumes iguais de uma solugdo de reserva da
substancia (p. ex., em agua ou metanol) a volumes constantes de diversas solu-
¢des-tampdo que abranjam o intervalo de pH pretendido. A partir dos valores de
pH e de absorvancia no comprimento de onda selecionado, calcula-se um numero
suficiente de valores de pK, utilizando dados a, pelo menos, cinco pH, se a
substancia for ionizada a, pelo menos, 10 % e a menos de 90 %. A referéncia
(1) apresenta dados experimentais complementares e o método de calculo.
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Método condutimétrico

Utilizando uma célula de constante conhecida (baixa), mede-se a condutividade
de uma solugdo aproximadamente 0,1 M da substdncia em agua condutora.
Medem-se também as condutividades de uma série de dilui¢des rigorosas da
soluc@o. Reduz-se a concentragdo para metade em cada ensaio, devendo a série
abranger, pelo menos, uma ordem de grandeza de concentragdo. Determina-se
a condutividade-limite a uma dilui¢do infinita, realizando um ensaio similar com
o sal sodico e extrapolando. O grau de dissociac@o pode ser calculado a partir da
condutividade de cada solugdo, utilizando a equacdo de Onsager; a constante de
dissociagdo pode ser calculada por recurso a lei da diluigdo de Ostwald, de
acordo com a equagdo K = o’C/(1 — 0, em que C é a concentragdo, em moles
por litro, e o a fragdo dissociada. Devem tomar-se precaugdes para evitar a
interferéncia de CO,. Os textos normalizados e as referéncias (1), (6) e (7)
apresentam dados experimentais complementares, assim como o método de cal-
culo.

RESULTADOS E RELATORIO
Tratamento dos resultados
Método de titulagdo

Calcula-se o pK, para 10 pontos medidos na curva de titulacdo. Calculam-se a
média e o desvio-padrdo dos valores de pK,. Juntamente com a apresentacdo na
forma de quadro, deve fornecer-se uma representacdo grafica do pH em fungéo
do volume da base-padrio ou do acido-padrao.

Meétodos espetrofotométricos

Tabulam-se a absorvancia e o pH relativamente a cada espetro. Calculam-se, pelo
menos, cinco valores de pK, a partir dos dados espetrais intermédios,
calculando-se também a média ¢ o desvio-padrdo dos resultados.

Meétodo condutimétrico

A condutividade equivalente, A, ¢ calculada para cada concentragdo de acido e
para cada concentragdo de uma mistura de um equivalente de acido e 0,98
equivalentes de hidroxido de sodio isento de carbonatos. Utiliza-se acido em
excesso a fim de evitar um excesso de ides OH™ devido a ocorréncia de hidrolise.
Representa-se graficamente 1/A em fungdo de O _C; o valor A, do sal pode ser
determinado por extrapolacao a concentragdo zero.

O valor A, do acido pode ser calculado utilizando os valores referidos na biblio-
grafia para H" e Na'. O pK, pode ser calculado com base nas equacdes a = A;
/Ao e K, = a>C/(1 — o), para cada concentragio. Podem obter-se valores mais
rigorosos de K, aplicando corregdes relativas a mobilidade e a atividade. Devem
calcular-se a média e o desvio-padrdo dos valores de pK,.

Relatorio de ensaio

Devem apresentar-se todos os dados em bruto e os valores calculados de pK,,
juntamente com o método de calculo (de preferéncia em forma de quadro, como
sugerido na ref. 1), assim como os parametros estatisticos acima descritos. No-
respeitante aos métodos por titulagdo, devem fornecer-se pormenores sobre a
normaliza¢do dos titulantes.

No respeitante a0 método espetrofotométrico, devem apresentar-se todos os es-
petros. No respeitante ao método condutimétrico, deve especificar-se o0 modo de
determinagdo da constante da célula. Devem também fornecer-se informagdes
sobre a técnica utilizada, os métodos analiticos ¢ a natureza dos eventuais tam-
pdes utilizados.

Devem ainda comunicar-se as temperaturas de ensaio.
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PARTE B: METODOS PARA A DETERMINACAO DA TOXICIDADE E

B.1.bis.

B.1.tris.

B.2.

B.3.

BA4.

B.S.

B.6.

B.7.

B.8.

B.9.

B.10.

B.12.

B.13/14.

B.17.

B.21.

B.22.

DE OUTROS EFEITOS NA SAUDE
INDICE

INTRODUCAO GERAL

TOXICIDADE ORAL AGUDA — PROCEDIMENTO DE DOSE
FIXA

TOXICIDADE ORAL AGUDA — METODO DE CLASSIFICA-
GAO DE TOXICIDADE AGUDA

TOXICIDADE AGUDA POR INALAGCAO

TOXICIDADE AGUDA (DERMICA)

TOXICIDADE AGUDA: IRRITACAO/CORROSAO DERMICA

IRRITACAO/CORROSAO OCULAR AGUDAS

SENSIBILIZAGAO CUTANEA

ESTUDO DA TOXICIDADE ORAL POR DOSE REPETIDA
DURANTE 28 DIAS EM ROEDORES

TOXICIDADE SUBAGUDA POR INALACAO: ESTUDO DE 28
DIAS

TOXICIDADE (DERMICA) DA DOSE REPETIDA (28 DIAS)

ENSAIO IN VITRO DE ABERRACOES CROMOSSOMICAS
EM MAMIFEROS

ENSAIO DE ABERRACOES CROMOSSOMICAS EM CELU-
LAS DA MEDULA DE MAMIFEROS

ENSAIO DE MICRONUCLEOS EM ERITROCITOS DE MAMI-
FEROS

MUTAGENICIDADE — ENSAIO DE MUTACAO REVERSA
EM BACTERIAS

ENSAIO IN VITRO DE MUTAGCAO GENICA EM CELULAS
DE MAMIFEROS UTILIZANDO OS GENES HPRT E XPRT

TESTES DE TRANSFORMACAO DE CELULAS DE MAMi-
FERO IN VITRO

ENSAIO DE LETALIDADE DOMINANTE NO ROEDOR
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B.23.

B.25.

B.26.

B.27.

B.28.

B.29.

B.30.

B.32.

B.33.

B.34.

B.35.

B.36.

B.37.

B.38.

B.39.

B.40.

B.40.A.

B.41.

B.42.

ENSAIO DE ABERRACOES CROMOSSOMICAS EM ESPER-
MATOGONIAS DE MAMIFERO

TRANSLOCACAO HEREDITARIA NO RATINHO

ENSAIO DE TOXICIDADE ORAL SUBCRONICA ESTUDO
DE TOXICIDADE ORAL DE DOSE REPETIDA EM ROEDO-
RES COM A DURAGAO DE 90 DIAS

ENSAIO DE TOXICIDADE ORAL SUBCRONICA ESTUDO
DE TOXICIDADE ORAL DE DOSE REPETIDA EM ESPECIES
NAO ROEDORAS COM A DURACAO DE 90 DIAS

TOXICIDADE DERMICA SUBCRONICA: TESTE DE DOSE
REPETIDA POR VIA DERMICA, A NOVENTA DIAS, EM
ROEDORES

TOXICIDADE SUBCRONICA POR INALACAO: ESTUDO DE
90 DIAS

ESTUDOS DE TOXICIDADE CRONICA

ESTUDO DE TOXICIDADE SOBRE O DESENVOLVIMENTO
PRE-NATAL

ESTUDOS DE CARCINOGENICIDADE

ESTUDOS COMBINADOS DE TOXICIDADE CRONICA E
CARCINOGENICIDADE

TESTE DE TOXICIDADE SOBRE A REPRODUCAO EM UMA
GERACAO

ESTUDO DE TOXICIDADE SOBRE A REPRODUCAO EM
DUAS GERACOES

TOXICOCINETICA

NEUROTOXICIDADE RETARDADA DE SUBSTANCIAS OR-
GANOFOSFORADAS POR EXPOSICAO AGUDA

NEUROTOXICIDADE RETARDADA DE SUBSTANCIAS OR-
GANOFOSFORADAS POR ADMINISTRACAO REPETIDA A
28 DIAS

ENSAIO IN VIVO DA SfNTES],E NAO PROGRAMADA (UDS)
DE ADN EM CELULAS DO FIGADO DE MAMIFEROS

CORROSAO DA PELE IN VITRO: METQDO DE ENSAIO DA
RESISTENCIA ELETRICA TRANSCUTANEA (RET)

CORROSAO DA PELE IN VITRO: METQDO DE ENSAIO
COM EPIDERME HUMANA RECONSTRUIDA (RHE)

ENSAIO DE FOTOTOXICIDADE IN VITRO 3T3 NRU

SENSIBILIZACAO CUTANEA: ENSAIO DE GANGLIOS LIN-
FATICOS LOCAIS
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B.43.

B.44.

B.45.

B.46.

B.47.

B.48.

B.49.

B.50.

B.52.

B.53.

B.54.

B.55.

B.56.

B.57.

B.58.

B.59.

B.60.

B.6l.

B.62.

ESTUDO DE NEUROTOXICIDADE EM ROEDORES
ABSORCAO CUTANEA: METODO IN VIVO
ABSORCAO CUTANEA: METODO IN VITRO

IRRITACAO CUTANEA IN VITRO: METODO DE ENSAIO EM
EPIDERME HUMANA RECONSTRUIDA

METODO DE ENSAIO DE OPACIDADE E PERMEABILI-
DADE DA CORNEA EM BOVINOS PARA IDENTIFICACAO
DE PRODUTOS QUIMICOS INDUTORES DE LESOES OCU-
LARES GRAVES E DE PRODUTOS QUIMICOS QUE NAO
NECESSITEM DE SER CLASSIFICADOS EM TERMOS DE
IRRITACAO OCULAR NEM DE LESOES OCULARES GRA-
VES

METODO DE ENSAIO EM OLHOS DE FRANGO ISOLADOS
PARA IDENTIFICACAO DE PRODUTOS QUIMICOS INDU-
TORES DE LESOES OCULARES GRAVES E DE PRODUTOS
QUIMICOS QUE NAO NECESSITEM DE SER CLASSIFICA-
DOS EM TERMOS DE IRRITACAO OCULAR NEM DE LE-
SOES OCULARES GRAVES

ENSAIO IN VITRO DE MICRONUCLEOS EM CELULAS DE
MAMIFEROS

SENSIBILIZACAO CUTANEA: ENSAIO DE GANGLIOS LIN-
FATICOS LOCAIS: DA

SENSIBILIZACAO CUTANEA: ENSAIO DE GANGLIOS LIN-
FATICOS LOCAIS: BRDU-ELISA

TOXICIDADE AGUDA POR INALACAO — METODO DE
CLASSIFICACAO DE TOXICIDADE AGUDA

ESTUDO DE NEUROTOXICIDADE DURANTE O DESEN-
VOLVIMENTO

BIOENSAIO UTEROTROFICO EM ROEDORES: ENSAIO DE
DESPISTAGEM A CURTO PRAZO DE PROPRIEDADES ES-
TROGENICAS

BIOENSAIO DE HERSHBERGER NO RATO: ENSAIO DE
DESPISTAGEM A CURTO PRAZO DE PROPRIEDADES
(ANTI)ANDROGENICAS

ESTUDO ALARGADO DE TOXICIDADE DURANTE A RE-
PRODUCAO NUMA GERACAO

ENSAIO DE ESTEROIDOGENESE H295R

ENSAIOS DE MUTAGOES GENETICAS DAS CELULAS GER-
MINATIVAS E SOMATICAS DE ROEDORES TRANSGENI-
COS

SENSIBILIZAGCAO CUTANEAV IN CHEMICO: ENSAIO DE
REATIVIDADE DIRETA DE PEPTIDOS (DPRA)

SENSIBILIZACAO CUTANEA IN VITRO: METODO DE EN-
SAIO ARE-NRF2 LUCIFERASE

METODO DE ENSAIO DE DIFUSAO DE FLUORESCEINA
PARA IDENTIFICACAO DE CORROSIVOS OCULARES E
DE IRRITANTES OCULARES SEVEROS

ENSAIO DOS COMETAS IN VIO COM CELULAS DE MA-
MIFEROS EM MEIO ALCALINO
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B.63.

B.64.

B.65.

B.66.

B.67.

B.68.

B.69.

B.70.

B.71.

ENSAIO DE TOXICIDADE PARA A REPRODUCAO/O DE-
SENVOLVIMENTO

ESTUDO DA TOXICIDADE DE DOSE REPETIDA COMBI-
NADO COM O ENSAIO DE RASTREIO DA TOXICIDADE
PARA A REPRODUCAO/O DESENVOLVIMENTO

METODO DE ENSAIO IN VITRO DE MEMBRANA DE ES-
TANQUIDADE PARA A CORROSAO CUTANEA

ENSAIOS DE TRANSATIVACAO TRANSFETADA COM ES-
TABILIDADE PARA DETECAO DE RECETORES DE ESTRO-
GENIO AGONISTAS E ANTAGONISTAS E ANTAGONISTAS

ENSAIO DE MUTACAO GENETICA EM CELULAS DE MA-
MIFEROS IN VITRO COM O GENE DA TIMIDINA-CINASE

METODO DE ENSAIO IN VITRO DE EXPOSICAO DE
CURTA DURACAO PARA IDENTIFICAR i) PRODUTOS QUi-
MICOS INDUTORES DE LESOES OCULARES GRAVES E ii)
PRODUTOS QUIMICOS QUE NAO NECESSITAM DE SER
CLASSIFICADOS EM TERMOS DE IRRITACAO OCULAR
NEM DE LESOES OCULARES GRAVES

METODO DE ENSAIO DO EPITELIO HUMANO SIMILAR A
CORNEA RECONSTRUIDO (RhCE), PARA IDENTIFICACAO
DE PRODUTOS QUIMICOS QUE NAO NECESSITAM DE
CLASSIFICACAO E ROTULAGEM EM MATERIA DE IRRI-
TACAO OCULAR E LESOES OCULARES GRAVES

ENSAIOS IN VITRO DE RECETOR DE ESTROGENIO HU-
MANO RECOMBINANTE PARA DETECAO DE PRODUTOS
QUIMICOS COM AFINIDADE LIGANTE COM O ER

ENSAIOS DE SENSIBILIZAGAO CUTANEA IN VITRO RES-
PEITANTES A EVENTOS ESSENCIAIS DE ATIVACAO DAS
CELULAS DENDRITICAS NA VIA DETERMINANTE DOS
EFEITOS NOCIVOS PARA A SENSIBILIZACAO CUTANEA
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INTRODUCAO GERAL

CARACTERIZACAO DA SUBSTANCIA EM ESTUDO

Antes de iniciar qualquer estudo de toxicidade devem conhecer-se a
composicdo da substancia em estudo, incluindo as principais impu-
rezas que contenha, e as propriedades fisico-quimicas mais impor-
tantes, nomeadamente a estabilidade.

As propriedades fisico-quimicas da substincia fornecem informa-
¢oes de relevo para a escolha da via de administragdo e a concep-
¢do de cada estudo especifico, bem como para o manuseamento € a
armazenagem da substancia.

O estudo deve ser precedido do desenvolvimento de um método
analitico para a determinacdo qualitativa e quantitativa da substan-
cia em estudo (incluindo, sempre que possivel, as principais impu-
rezas) no meio de administracdo e no material biologico.

Devem incluir-se no relatorio de ensaio todas as informagodes dis-
poniveis referentes a identificagdo, as propriedades fisico-quimicas,
a pureza e ao comportamento da substancia em estudo.

CUIDADOS COM OS ANIMAIS

Nos estudos de toxicidade é fundamental efectuar um controlo
estrito das condigdes ambientais e utilizar técnicas adequadas para
o cuidado dos animais.

i) Condigées de alojamento

As condi¢des ambientais nos locais ou recintos destinados aos ani-
mais devem ser adequadas as espécies em estudo. Para ratos, rati-
nhos e cobaias, a temperatura do local deve ser de 22 °C +£3°Cea
humidade relativa de 30 % a 70 %; no que respeita aos coelhos, a
temperatura ambiente deve ser de 20 °C = 3 °C e a humidade
relativa de 30 % a 70 %.

Algumas técnicas experimentais sdo particularmente sensiveis aos
efeitos da temperatura; em tais casos, a descrigdo do método de
ensaio deve incluir pormenores relativos as condi¢des adequadas.
Em todos os ensaios de toxicidade, a temperatura ¢ humidade de-
vem ser controladas, registadas e referidas no relatério final.

A iluminagdo deve ser artificial, com uma alternancia de 12 horas
de luz e 12 horas de obscuridade. Os pormenores relativos a ilu-
minagdo devem ser registados e incluidos no relatdrio final.

Salvo especificagdo em contrario, os animais devem ser alojados
individualmente ou em pequenos grupos do mesmo sexo. Em caso
de alojamento colectivo, ndo devem colocar-se mais de 5 animais
numa gaiola.

Nos relatorios de experiéncias com animais, é conveniente indicar o
tipo de gaiolas utilizadas e o nimero de animais alojados em cada
gaiola, tanto durante o periodo de exposi¢do a substincia em estudo
como durante o eventual periodo de observagdo subsequente.
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ii) Condigoes de alimentagdo

A dieta deve satisfazer todos os requisitos nutricionais da espécie
em estudo. No caso de as substdncias serem administradas aos
animais na respectiva dieta, o valor nutricional da mesma pode
ser reduzido pela interacgdo entre a substancia e determinados cons-
tituintes da dieta. Essa possibilidade deve ser tida em conta na
interpretacdo dos resultados dos ensaios. Podem utilizar-se dietas
convencionais de laboratdrio, com um fornecimento ilimitado de
agua para beber. A escolha da dieta pode ser condicionada pela
necessidade de assegurar a administragdo adequada da substincia
em estudo, caso se recorra a esta via.

Os eventuais contaminantes que influenciem a toxicidade nao de-
vem estar presentes em concentragdes que possam interferir com os
resultados.

ENSAIOS ALTERNATIVOS

A Unido Europeia estd empenhada em promover a elaboragido e
validagdo de técnicas alternativas que fornecam a mesma quanti-
dade de informagdes que os ensaios actuais em animais, mas que
utilizem um nimero inferior de animais, lhes causem menor softi-
mento ou evitem, de todo, o recurso aos mesmos.

Na caracterizagdo dos riscos e consequente classificagdo e rotula-
gem dos produtos e para a avaliacdo da seguranga quimica devem
utilizar-se, sempre que possivel, métodos deste tipo, a medida que
se encontrem disponiveis.

AVALIACAO E INTERPRETACAO

Aquando da avaliagdo e interpretagdo dos ensaios devem ter-se em
conta as limitagdes apresentadas pela extrapolagdo directa para o
homem dos resultados obtidos em estudos com animais e in vitro,
pelo que, para a confirmagdo dos referidos resultados, devem
utilizar-se, sempre que se encontrem disponiveis, dados referentes
a efeitos adversos no homem.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

A maioria dos métodos apresentados foram elaborados no ambito
do programa da OCDE das directrizes em matéria de ensaios, de-
vendo os mesmos ser executados em conformidade com as boas
praticas de laboratorio, de modo a garantir, na medida do possivel,
o reconhecimento mutuo dos resultados.

Podem obter-se informagdes adicionais nas referéncias incluidas nas
directrizes da OCDE, bem como em outras publicagcdes no dominio
em causa.
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B.1.bis.

1.1.

TOXICIDADE ORAL AGUDA — PROCEDIMENTO DE
DOSE FIXA

METODO

O presente método ¢ equivalente ao «Test Guideline» TG 420 da
OCDE (2001).

INTRODUCAO

Os métodos tradicionais de avaliagdo de toxicidade aguda utilizam a
morte dos animais como critério especifico. Em 1984, foi sugerida
pela British Toxicology Society uma nova abordagem ao ensaio da
toxicidade aguda com base na administragdo de uma série de doses
fixas (1). Esta abordagem evitava a utilizacdo da morte dos animais
como um critério especifico. O novo método baseava-se na observa-
¢30 de sinais evidentes de toxicidade ocorrentes a determinado valor
de uma série de doses fixas. Em 1992 e no seguimento dos estudos
de validagdo in vivo efectuados tanto no Reino Unido (2) como
internacionalmente (3), o procedimento foi adoptado como método
de ensaio. Subsequentemente, as propriedades estatisticas do Proce-
dimento de Dose Fixa foram avaliadas em varios estudos utilizando
modelos matematicos (4)(5)(6). Em conjunto, os estudos in vivo e de
modelagdo mostraram que o procedimento ¢ reprodutivel, utiliza um
menor nimero de animais e causa menor sofrimento do que os mé-
todos tradicionais, permitindo classificar as substancias de um modo
semelhante a outros métodos de ensaio de toxicidade aguda.

No Documento de Orientagdo sobre Ensaios de Toxicidade Oral
Aguda (7) podem consultar-se as orientagdes sobre a seleccdo do
método de ensaio mais apropriado a determinado fim. Este Docu-
mento de Orientagdo contém igualmente informagao adicional sobre o
procedimento e interpretagio do Método de Ensaio B.1.

Um dos principios basicos do presente método consiste na utilizagdo
de doses moderadamente toxicas no estudo principal, evitando a
administracdo de doses previsivelmente letais. Além disso, ndo ¢é
necessario administrar doses para as quais se sabe previamente que
causam dor e sofrimento Obvios, devido a sua acgdo corrosiva ou
fortemente irritante. Os animais moribundos ou os animais que apre-
sentam sinais 6bvios de dor ou sofrimento grave e continuado devem
ser sacrificados sem dor e, na interpretacdo dos resultados do ensaio,
devem ser considerados do mesmo modo que os animais que morrem
durante o ensaio. Os critérios sobre a decisdo de sacrificar animais
moribundos ou em sofrimento grave, bem como as orientagdes sobre
a identificacdo de morte previsivel ou iminente, estdo incluidos se-
paradamente num Documento de Orientagdo (8).

O presente método permite obter informagdo sobre a perigosidade e
possibilita a graduacéo e classificacdo da substdncia em conformidade
com o Sistema Harmonizado ao Nivel Mundial (GHS) para a classi-
ficagdo de substincias quimicas que causam toxicidade aguda (9).

Antes de efectuar o estudo, o laboratorio de ensaio deve ter em conta
toda a informag@o disponivel sobre a substancia de ensaio. Esta in-
formag@o incluira a identificagdo e a estrutura quimica da substancia,
as suas propriedades fisico-quimicas, os resultados de quaisquer ou-
tros ensaios de toxicidade da substincia in vitro ou in vivo, dados
toxicologicos sobre substancias estruturalmente semelhantes e a(s)
utilizacdo(des) prevista(s) para a substincia. Esta informacdo ¢ neces-
saria para satisfazer todos os envolvidos em relagdo a relevancia do
ensaio ao nivel da proteccdo da saide humana e sera 1til na deter-
minagdo de uma dose inicial apropriada.
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1.2.

DEFINICOES

Toxicidade oral aguda: refere-se ao conjunto de efeitos adversos
que se manifestam apds a administracdo oral de uma dose unica da
substancia ou de varias doses num periodo de 24 horas.

Morte retardada: significa que o animal ndo morre nem aparenta
estar moribundo num periodo de 48 horas, mas morre mais tarde, no
decorrer do periodo de observagdo de 14 dias.

Dose: quantidade aplicada da substincia de ensaio. O valor da dose é
expresso em peso de substdncia de ensaio por unidade de peso do
animal (mg/kg).

Toxicidade evidente: termo geral que descreve a ocorréncia de sinais
obvios de toxicidade na sequéncia da administragdo da substincia de
ensaio [consultar os exemplos descritos em (3)] no qual a dose fixa
mais elevada seguinte pode induzir, na maior parte dos animais, dor
intensa, sinais persistentes de disturbios graves, estado moribundo (os
respectivos critérios sdo apresentados no Documento de Orientagdo
de Critérios Especificos sem Dor (8) ou, provavelmente, mortalidade.

GHS: Sistema Harmonizado ao Nivel Mundial (Globally Harmonised
System) para a Classificagdo de Substancias Quimicas e Misturas.
Trata-se de um trabalho conjunto da OCDE (satde humana e am-
biente), do Comité de Peritos em Transporte de Mercadorias Perigo-
sas das Nagdes Unidas (propriedades fisico-quimicas) e da OIT (no-
tificacdo de perigos) e coordenado pelo Programa Interorganizagdes
para a Boa Gestdo das Substancias Quimicas [Interorganisation Pro-
gramme for the Sound Management of Chemicals (IOMC)].

Morte iminente: situacdo em que se prevé a ocorréncia de estado
moribundo ou morte antes da préxima observagdo planeada. Alguns
dos sinais indicativos deste estado em roedores incluem convulsdes,
posi¢do lateral, posicdo deitada e tremores. [Consultar o Documento
de Orientagdo de Critérios Especificos sem Dor (8) para mais deta-
lhes.]

DLsy (Dose Letal Média): dose unica, calculada estatisticamente, de
uma substancia susceptivel de causar a morte de 50 % dos animais
quando administrada por via oral. O valor da DLs, é expresso em
peso, de substdncia de ensaio, por unidade de peso do animal de
ensaio (mg/kg).

Teste-limite: refere-se a uma dose com o valor limite superior ad-
mitido pelo ensaio (2 000 ou 5 000 mg/kg).

Estado moribundo: encontrar-se num estado de morte ou de inca-
pacidade de sobrevivéncia, mesmo com tratamento. [Consultar o Do-
cumento de Orientagdo de Critérios Especificos sem Dor (8) para
mais detalhes.]

Morte previsivel: presenga de sinais clinicos indicativos de ocorrén-
cia de morte em determinada altura (antes do final planeado da
experiéncia, por exemplo): incapacidade de alcangar agua ou comida.
[Consultar o Documento de Orientagdo de Critérios Especificos sem
Dor (8) para mais detalhes.]
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1.3.

1.4.
1.4.1.

1.4.2.

1.4.3.

PRINCIPIO DO METODO DE ENSAIO

Sdo administradas doses gradualmente crescentes a grupos de animais
do mesmo sexo, usando as doses fixas de 5, 50, 300 ¢ 2 000 mg/kg
(excepcionalmente pode utilizar-se uma dose fixa adicional de 5 000
mg/kg; consultar a sec¢do 1.6.2). A dose inicial ¢ escolhida com base
num estudo preliminar de determinagdo de amplitude como a dose
para qual é previsivel obter alguns sinais de toxicidade sem causar
efeitos toxicos graves ou mortalidade. Os sinais clinicos e as condi-
¢Oes associadas com dor, sofrimento e morte iminente, sdo descritos
detalhadamente num Documento de Orientagdes da OCDE separado
(8). Outros grupos de animais poderdo ser sujeitos a dosagens, com
doses fixas superiores ou inferiores, consoante a presenca ou auséncia
de sinais de toxicidade ou mortalidade. Repete-se este procedimento
até identificacdo da dose que causa toxicidade evidente ou que pro-
voque uma e apenas uma morte ou até a dose mais elevada no caso
de ndo serem observados quaisquer efeitos. O procedimento ¢ ime-
diatamente interrompido no caso de se registarem mortes a dose mais
baixa.

DESCRICAO DO METODO DE ENSAIO
Selecciio de espécies animais

A espécie preferida para ensaio é o rato, mas podem ser utilizadas
outras espécies de roedores. Normalmente, utilizam-se fémeas (7). Tal
escolha deve-se ao facto de uma analise da literatura cientifica rela-
tiva aos ensaios convencionais de DLs, revelar que, habitualmente, a
diferenga de sensibilidade entre os sexos ¢ pequena e, nos casos em
que sdo observadas diferencgas, as fémeas sdo, de um modo geral,
ligeiramente mais sensiveis (10). No entanto, devem utilizar-se ma-
chos caso as propriedades toxicologicas ou toxico-cinéticas descritas
para substancias quimicas estruturalmente semelhantes indicarem que
estes podem revelar maior sensibilidade. Quando o ensaio ¢ efectuado
com machos, deve ser apresentada uma justificagdo adequada.

Devem ser utilizados animais adultos, jovens e saudaveis e perten-
centes a estirpes laboratoriais de uso corrente. As fémeas devem ser
nuliparas e ndo gravidas. No inicio da administragdo das doses, todos
os animais devem ter idades compreendidas entre as 8 ¢ as 12 se-
manas e um peso compreendido no intervalo de + 20 % do peso
médio dos animais aos quais foram anteriormente administradas
doses.

Condicdes de alojamento e alimentaciio

A temperatura do compartimento experimental dos animais deve ser
de 22 °C (+ 3°C). A humidade relativa devera ser 50-60 %, embora
sejam aceitaveis valores entre um minimo de 30 % e um maximo
que, de preferéncia, ndo devera exceder 70 %, salvo durante os pe-
riodos de limpeza do compartimento. A iluminacdo deve ser artificial,
com sequéncias de 12 horas de luz e 12 horas de escuriddao. A
alimenta¢do pode basear-se em dietas de laboratorio convencionais,
com fornecimento ilimitado de 4gua para beber. Os animais aos quais
¢ administrada a mesma dose, podem ser agrupados na mesma gaiola
desde que, o nimero de animais em cada gaiola ndo impega a ob-
servagdo clara de cada um deles.

Preparacgio dos animais

Os animais sdo escolhidos ao acaso, marcados de modo a permitir
uma identificagdo individualizada e mantidos nas suas gaiolas du-
rante, pelo menos, cinco dias antes do inicio da administracdo das
doses de modo a permitir que se aclimatem as condi¢des
laboratoriais.
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1.4.4.

1.5.
1.5.1.

Preparacao das doses

De um modo geral, as substancias de ensaio devem ser administradas
num volume constante ao longo de toda a gama de doses a ensaiar
através da variagdo da concentracdo na preparacdo da dose.
No entanto, para o caso do ensaio de um produto ou de uma mistura
no estado liquido, pode ser mais relevante para a avaliagdo de risco
subsequente a utilizacdo da substancia de ensaio sem qualquer dilui-
¢do, ou seja, a concentragdo constante, sendo este um requisito apre-
sentado por algumas autoridades competentes. Em qualquer dos ca-
sos, ndo deve ser excedido o volume maximo da dose a ser adminis-
trada. O volume maximo de liquido que pode ser administrado de
cada vez depende do tamanho do animal de ensaio. No caso de
roedores, em condi¢gdes normais o volume nido deve exceder 1 ml/100
g de peso corporal. Para solugdes aquosas, contudo, pode ser consi-
derada a dose de 2 ml/100 g de peso corporal. Recomenda-se que,
sempre que possivel, seja considerada em primeiro lugar a utilizagdo
de uma solucdo/suspensdao/emulsdo aquosa; caso tal ndo seja viavel,
pode considerar-se o uso de uma solugdo/suspensdao/emulsdo em 6leo
(por exemplo, 6leo de milho); em ultima instancia, podera eventual-
mente recorrer-se ao uso de solu¢des noutros excipientes. Devem
conhecer-se as caracteristicas toxicas dos excipientes que ndo sejam
a agua. As doses devem ser preparadas pouco tempo antes da sua
administragdo, a menos que a estabilidade da preparagdo ao longo do
periodo de utilizagdo seja conhecida e tenha sido considerada aceita-
vel.

PROCEDIMENTO
Administracio de doses

A administragdo deve ser feita numa toma tnica, por sonda esofagica,
usando tubo estomacal ou cénula de intubagdo apropriada. Nos casos
raros em que ndo ¢ possivel a administracdo de uma toma Unica, a
dose pode ser administrada em frac¢des menores ao longo de um
periodo ndo superior a 24 horas.

Os animais devem ser sujeitos a jejum antes da administragdo das
doses (por exemplo, no caso de ratos, ndo deve dar-se comida du-
rante a noite, mas deve manter-se o fornecimento de agua; no caso de
ratinhos, a comida deve ser suspensa durante 3-4 horas e deve ser
mantido o fornecimento de agua). Apds o periodo de jejum, os ani-
mais devem ser pesados e deve ser administrada a substancia de
ensaio. Ap6s a administragdo da substancia, pode evitar dar-se co-
mida durante 3-4 horas para ratos e 1-2 horas para ratinhos. Nos
casos de administragdo fraccionada da dose durante um certo lapso
de tempo, pode ser necessario dar comida e dgua aos animais con-
soante a duragdo do periodo de administragéo.

Estudo de determinacio de amplitude

O objectivo do estudo de determinagdo de amplitude consiste em
seleccionar a dose inicial apropriada para o estudo principal. A subs-
tancia de ensaio ¢ administrada a um tUnico animal de uma forma
sequencial segundo os fluxogramas do anexo 1. O estudo de deter-
minagdo de amplitude termina quando se pode seleccionar a dose
inicial para o estudo principal (ou se for registada uma morte a
dose fixa mais baixa).

Para o estudo de determinagdo de amplitude, a dose inicial ¢ selec-
cionada de entre as doses fixas de 5, 50, 300 e 2 000 mg/kg, como
sendo a dose que se prevé poder causar toxicidade evidente com
base, se possivel, nas evidéncias de dados in vivo e in vitro da mesma
substancia quimica ou de substancias quimicas estruturalmente seme-
lhantes. Na auséncia de tal informagdo, a dose inicial sera de
300 mg/kg.

O intervalo de aplicacdo de doses a cada animal sera de, pelo menos,
24 horas. Todos os animais devem ser observados durante um pe-
riodo de, pelo menos, 14 dias.
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1.5.3.
1.53.1.

Excepcionalmente e apenas quando justificado por necessidades re-
gulamentares especificas, pode ser considerada a utilizagdo de uma
dose fixa superior adicional de 5000 mg/kg (consultar o Anexo 3).
Por razdes de protec¢do dos animais, ¢ desencorajado o ensaio de
animais na Categoria 5 do SHG (2 000-5 000 mg/kg). Esta dose so
deve ser considerada quando existe uma elevada probabilidade dos
resultados deste ensaio terem relevincia directa na proteccdo dos
animais, da saide humana ou do ambiente.

Nos casos em que o animal de ensaio morre no estudo de determi-
nagdo de amplitude quando se aplica a dose fixa mais baixa
(5 mg/kg), o procedimento normal consiste em terminar o estudo e
classificar a substancia na Categoria 1 do GHS (tal como se indica no
Anexo 1). No entanto, se for necessaria uma confirmagio adicional,
pode ser efectuado um procedimento experimental suplementar, tal
como se descreve seguidamente. Aplica-se uma dose de 5 mg/kg a
um segundo animal. Se o segundo animal morrer confirma-se a Ca-
tegoria 1 do GHS ¢ o estudo é imediatamente terminado. Se o se-
gundo animal sobreviver, sera entdo administrada a dose de 5 mg/kg
a um maximo de mais trés animais. Dado que neste caso o risco de
mortalidade ¢é elevado, a administragdo das doses a estes animais
deve ser feita de um modo sequencial, de modo a proteger os ani-
mais. O intervalo, entre a aplicagdo da dose a cada um dos animais,
deve ser suficiente para assegurar a provavel sobrevivéncia do animal
anterior. Se ocorrer uma segunda morte, a sequéncia de aplicagdo da
dose sera terminada imediatamente e ndo serdo ensaiados mais ani-
mais. Dado que, a ocorréncia de uma segunda morte (independente-
mente do nimero de animais ensaiados até ao final do estudo) é
classificavel no resultado A (duas ou mais mortes), segue-se a regra
de classificacdo do Anexo 2 para a dose fixa de 5 mg/kg (Categoria
1, se ocorrerem duas ou mais mortes, ou Categoria 2, se ndo ocorrer
mais do que uma morte). Além disso, apresentam-se no Anexo 4 as
orientagdes sobre a classificagdo segundo o sistema da UE, valido até
a implementacdo do novo GHS.

Estudo principal
Numero de animais e doses

No Anexo 2 apresentam-se os procedimentos a seguir apos o ensaio
com a dose inicial. E necessario proceder de uma das trés formas
seguintes: terminar os ensaios e classificar a substincia na classe de
perigosidade apropriada, prosseguir os ensaios como uma dose fixa
superior, ou prosseguir os ensaios com uma dose fixa inferior.
No entanto, por uma questdo de protec¢do dos animais, a dose que
causou morte, no estudo de determinagdo de amplitude, ndo deve ser
repetida no estudo principal (consultar Anexo 2). A experiéncia pré-
via ¢ indicativa de que o resultado mais provavel da dose inicial sera
a possibilidade de classificacdo da substancia, o que toma desneces-
sarios quaisquer ensaios adicionais.

Sera normalmente utilizado um total de cinco animais do mesmo
sexo para cada dose investigada. O grupo de cinco animais sera
constituido por um animal do estudo prévio, ao qual foi administrada
a dose seleccionada e de quatro outros animais (excepto, em casos
raros, se a dose utilizada no estudo principal ndo tiver sido incluida
no estudo de determinacdo de amplitude).

O intervalo de tempo entre a aplicacdo de doses em cada nivel é
determinado pelo aparecimento, duragdo e gravidade dos sinais de
toxicidade. O tratamento dos animais com a dose seguinte deve ser
adiado até ser possivel estabelecer com seguranga a sobrevivéncia dos
animais previamente tratados. Recomenda-se um periodo de 3 ou 4
dias entre a administragdo das doses para cada nivel de dosagem, se
necessario, de modo a permitir a deteccdo de efeitos toxicos retarda-
dos. O intervalo de tempo pode ser ajustado se necessario, por exem-
plo, em caso de resposta inconclusiva.
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1.5.3.2.

1.6.1.

No caso de se considerar a utilizagdo da dose fixa maxima de 5 000
mg/kg, deve proceder-se em conformidade com o procedimento des-
crito no Anexo 3. (Consultar igualmente a secgdo 1.6.2.)

Teste-limite

O teste-limite ¢ utilizado, essencialmente, em situagdes nas quais o
analista tem informag@o indicativa de o material de ensaio ndo ser
provavelmente toxico, ou seja, s6 apresenta toxicidade acima das
doses-limite regulamentadas. A informacdo sobre a toxicidade do
material de ensaio pode ser obtida a partir de ensaios em compostos
semelhantes ou de ensaios de misturas ou produtos semelhantes,
tendo em consideragao a identificagdo e percentagem dos componen-
tes cuja relevancia toxicologica ¢ conhecida. Nos casos em que a
informagdo sobre a toxicidade do material de ensaio ¢ limitada ou
inexistente, ou nos casos em que ¢ previsivel que o material a ensaiar
seja toxico, deve ser efectuado o estudo principal.

Usando o procedimento normal para este ensaio, o teste-limite pode
ser efectuado gragas a um estudo de determinagdo de amplitude com
uma dose inicial de 2 000 mg/kg (ou, excepcionalmente, de 5 000
mg/kg), seguido da administragdo da dose a mais quatro animais.

OBSERVACOES

Apos a aplicagdo da dose, os animais devem ser observados indivi-
dualmente pelo menos uma vez durante os primeiros 30 minutos e
periodicamente durante as primeiras 24 horas, com especial cuidado
nas primeiras quatro horas. Seguidamente, ¢ necessario observar os
animais diariamente durante um periodo de 14 dias, excepto se for
necessario retira-los do estudo e sacrifica-los, sem dor, por motivo do
bem-estar dos animais, ou se forem encontrados mortos. No entanto,
a duragdo do periodo de observagdo ndo deve ser estabelecida de uma
forma rigida, mas determinada com base nas reac¢des de toxicidade,
velocidade do seu aparecimento e duragdo do periodo de recuperagdo,
que pode ser prolongado, se for considerado necessario. O momento
em que os sinais de toxicidade aparecem e desaparecem sdo impor-
tantes, sobretudo se os sinais de toxicidade tendem a aparecer de uma
forma retardada (11). Todas as observagdes sdo registadas sistemati-
camente, mantendo-se uma ficha individual para cada animal.

Serdo necessarias observagdes adicionais se 0s animais continuaram a
apresentar sinais de toxicidade. As observagdes devem incluir altera-
¢oes na pele e pélos, olhos e membranas mucosas, aparelho respira-
torio, aparelho circulatorio, sistema nervoso autonomo e central, as-
sim como da actividade somatomotora e comportamental. Devem ser
observados com especial atengdo os tremores, convulsdes, salivagdo,
diarreia, letargia, sono e coma. Devem ser tomados em consideragdo
os principios e critérios resumidos no Documento de Orientagdo de
Critérios Especificos sem Dor (8). Os animais que forem encontrados
em estado moribundo e os animais que apresentarem dores violentas
ou sinais de sofrimento grave e continuado devem ser sacrificados
sem dor. Quando os animais forem sacrificados a fim de evitar dor ou
se forem encontrados mortos, deve ser registado o momento da morte
com o maior rigor possivel.

Peso corporal

O peso individual dos animais deve ser determinado pouco antes da
administracdo da substincia de ensaio e, seguidamente, pelo menos
uma vez por semana. Devem ser calculadas e registadas todas as
variagdes de peso. No final do ensaio, os animais sobreviventes
sdo pesados e, seguidamente, sacrificados sem dor.
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1.6.2.

Patologia

Todos os animais de ensaio (incluindo os que morreram durante o
ensaio ou que foram retirados do ensaio por motivos de preservacdo
do seu bem-estar) devem ser sujeitos a uma autopsia pouco porme-
norizada. Devem ser registadas as alteragdes patoldgicas principais
observadas em cada animal. Deve também ser considerada a realiza-
¢do de um exame microscopico dos orgdos que mostrem sinais de
patologia grave em animais que sobreviveram, no minimo, durante 24
horas apds a aplicacdo da dose inicial, ja que este exame pode for-
necer informagéo util.

DADOS

Devem ser apresentados os dados individuais para cada animal. Adi-
cionalmente, todos os dados devem ser resumidos em forma tabular,
mostrando, para cada grupo de ensaio, o nimero de animais utilizado,
o nimero de animais que apresentaram sinais de toxicidade, o nu-
mero de animais que foram encontrados mortos durante o ensaio ou
que foram sacrificados a fim de evitar dor, o0 momento da morte de
cada um dos animais, a descri¢do e evolucdo temporal dos efeitos de
toxicidade e sua reversibilidade, assim como os resultados da autop-
sia.

RELATORIO

RELATORIO DO ENSAIO

O relatorio do ensaio devera incluir as seguintes informagdes:
Substéncia de ensaio:

— natureza fisica, pureza e propriedades fisico-quimicas relevantes
(incluindo isomerizagéo);

— dados relativos a identificagdo quimica, incluindo niimero CAS.

Excipiente (se apropriado):

— caso o excipiente ndo seja agua, uma justificacdo para a sua
escolha.

Animais de ensaio:
— espécie/estirpe usada;
— estado microbiologico do animal, caso seja conhecido;

— numero, idade e sexo dos animais (incluindo, quando necessario,
uma justificacdo para o uso de machos em vez de fémeas);

— proveniéncia, condi¢des de alojamento, dieta, etc.
Condi¢des do ensaio:

— informac@o pormenorizada sobre a formulagdo da substincia de
ensaio, incluindo informagdo detalhada sobre a forma fisica do
material administrado;

— informagdo pormenorizada sobre a administragdo da substincia de
ensaio, incluindo volume das doses e momento de aplicacdo;,

— informagdo pormenorizada sobre a qualidade dos alimentos e da
agua (incluindo tipo e origem da dieta e origem da agua);

— —justificagdo para a escolha da dose inicial.
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Resultados:

tabela dos dados de resposta e da dose para cada animal (ou seja,
animais que apresentaram sinais de toxicidade, incluindo morta-
lidade, natureza, gravidade e duragdo dos efeitos);

tabela com indicagdo do peso corporal e suas variagdes;

pesos individuais de animais no dia em que ¢ aplicada a dose,
uma vez por semana no restante periodo e na altura da sua morte
ou sacrificio;

data e momento da morte, no caso de ocorréncia de morte antes
do sacrificio previsto;

evolugdo temporal do aparecimento de sintomas de toxicidade e
sua reversibilidade, para cada animal;

resultados da autopsia e resultados histopatologicos para cada
animal, caso se encontrem disponiveis.

Analise dos resultados.

Conclusdes.
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ANEXO 1

FLUXOGRAMA PARA O ESTUDO DE DETERMINACAO DE AMPLITUDE

r Dose: 5 mg/kg ]

INicIO l l
1 animal 1 animal 1 animal 1 animal
5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
Classificar segundo
GHS Categoria 1*
Inicio do estudo 5 2000 |
Principal Dose (mg-kg):
Dose: 50 mg/kg ]
i “INiCIO l —l
1 animal 1 animal 1 animal 1 animal
5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg

B8O

Classificar segundo
GHS Categoria 1*

il

TTT

Inicio de estudo 5 5
Principal Dose (mg-kg):

50

2000 2ooo|

Resultado

® morte
toxicidade evidente

@sem toxicidade evidente nem morte

* para o resultado @ a 5 mg/kg, existe um

procedimento opcional suplementar para confirmar a
classificacdo GHS: consultar a secgéo 1.5.2
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| Dose: 300 mg/kg

l INiclo
1 animal 1 animal 1 animal 1 animal
5 mglkg 50 mg/kg 300 mglkg 2000 mg/kg
Classificar segundo '
GHS
Categoria 1*
(Inicio do estudo 5 [ 50 53 Ao 300 2000 fonlelv]
I\principal Dose (mg-kg):
r Dose: 2000 mg/kg ]
l l l INICIO
1 animal 1 animal 1 animal 1 animal
5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
Cateorla 1* .
Inicio do estudo prlnclpal 50 50 =00 a0k 2000 2000
Dose (mg-kg):
Resultados S ;
para o resultado Cé:) a 5 mg/kg, existe um
| y morte procedimento opcional suplementar para confirmar a

classificagdo GHS: consultar a secgdo 1.5.2.

: :') toxicidade evidente

C) sem toxicidade evidente nem
morte
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| Dose: 5 mg/kg

INicl0

b

5 Animais de ensaio:
5 mg/kg

ANEXO 2

]

5 Animais de ensaio:
50 mg/kg *

FLUXOGRAMA PARA O ESTUDO PRINCIPAL

[

300 mg/kg

5 Animais de ensaio:

5 Animais de ensaio:
2000 mg/kg

Classificar
na Categoria GHS

T

I

Sachaa;

5/Nao
classificado

-

5 Animais de ensaio:
5 mg/kg

Dose: 50 mg/kg

INiCIO

b

5 Animais de ensaio:
50 mg/kg

]

300 mg/kg *

5 Animais de ensaio:

1

5 Animais de ensaio:
2000 mg/kg

<

Classificar
na Categoria GHS

7T

dea

1T

4 5/Néo|
5 classificado

Resultado

: A )22 mortes

(_ B ) = 1com toxicidade evidente e/ou 1 morte
C ) Sem toxicidade evidente nem morte

Tamanho do grupo
Os 5 animais em cada grupo do estudo principal incluirdo qualquer um dos animais
ensaiados a essa dose no estudo de determinagdo de amplitude

* Interrupgédo devido ao bem-estar dos animais
Se esta dose causou a morte no estudo de determinagéo de amplitude. ndo devem
ser ensaiados mais animais. Va directamente para o resultado
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y

5 Animais de ensaio:

5 mg/kg

—

5 Animais de ensaio:

<D

50 mg/kg

i

I

Dose: 300 mg/kg ]

j@‘f%

INiCIO

v ]

5 Animais de ensaio:
300 mg/kg

5 Animais de ensaio:
2.000 mg/kg *

TTT

Classificar
na Categoria GHS

5/Nao
classificado

y

5 Animais de ensaio:
5 mg/kg

—

5 Animais de ensaio:

50 mg/kg

B

=TT

—

5 Animais de ensaio:

300 mg/kg

Dose: 2000 mg/kg

INiclo

b, _

5 Animais de ensaio:
2000 mg/kg

ST

<D,

Classificar
na Categoria GHS

5/Nao
classificado

Resultado

® > 2 mortes

= 1com toxicidade evidente e/ou 1 morte
: (o] ) Sem toxicidade evidente nem morte

Tamanho do grupo
Os 5 animais em cada grupo do estudo principal incluirdo qualquer um dos animais

ensaiados a essa dose no estudo de determinagéo de amplitude

* Interrupgéo devido ao bem-estar dos animais
Se esta dose causou a morte no estudo de determinagéo de amplitude, ndo devem
ser ensaiados mais animais. Va directamente para o resultado
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ANEXO 3

CRITERIOS PARA A CLASSIFICACAO DE SUBSTANCIAS DE ENSAIO
COM VALORES PREVISIVEIS DE DLsy SUPERIORES A 2 000 MG/KG
PARA AS QUAIS NAO E NECESSARIO EFECTUAR ENSAIO

Os critérios para a Categoria 5 de perigosidade destinam-se a permitir a identi-
ficacdo de substincias de ensaio que representam um perigo de toxicidade aguda
relativamente baixo, mas que, em certas circunstancias, podem representar perigo
para populagdes vulneraveis. E previsivel que estas substincias apresentem va-
lores de DLs, orais ou dérmicos na gama de 2 000-5 000 mg/kg ou dose equi-
valente para outras vias. As substincias de ensaio podem ser classificadas na
categoria de perigosidade definida por: 2 000 mg/kg < DLsy < 5000 mg/kg
(Categoria 5 do GHS) nos seguintes casos:

a) se classificadas nesta categoria por qualquer dos esquemas de ensaio do
anexo 2, baseados nas incidéncias de mortalidade;

b) se houver prova fiavel indicativa de que os valores de DLs, se encontram na
gama correspondente a Categoria 5 ou se outros estudos em animais ou sobre
efeitos de toxicidade em seres humanos forem indicativos de preocupagdo

acentuada em relagdo a salvaguarda da satide humana;

~

c) através de extrapolagdo, estimativa ou medi¢cdo de dados, desde que ndo seja
garantida a atribuicdo a uma classe mais perigosa, e

— quando existe informagdo fiavel indicativa de efeitos de toxicidade signi-
ficativos em seres humanos, ou

— quando ndo ¢ registada mortalidade nos ensaios por via oral até doses
correspondentes aos valores para a Categoria 4, ou

— quando os especialistas sdo da opinido de que ndo se verificam sintomas
clinicos de toxicidade significativos para ensaios até doses com valores
correspondentes a Categoria 4, com excepcdo de diarreia, ereccdo pilosa
ou ma aparéncia, ou

— nos casos em que os especialistas confirmem a existéncia de informagédo
fidvel, proveniente de outros estudos com animais, indicativa da existéncia
de potenciais efeitos agudos significativos.

ENSAIOS COM DOSES SUPERIORES A 2000 MG/KG

Apenas pode ser considerada a utilizagdo de uma dose fixa superior adicional de
5000 mg/kg em casos excepcionais e justificados por necessidades especificas
legais. Devido ao reconhecimento da necessidade de proteger o bem-estar dos
animais, os ensaios com doses de 5 000 mg/kg sdo desencorajados ¢ s6 devem
ser considerados no caso de ser muito provavel que os resultados desse ensaio
tenham especial relevancia para a protec¢do animal ou da satide humana (9).

Estudo de determinagio de amplitude

As regras de decisdo para o procedimento sequencial apresentado no anexo 1
serdo aplicadas ao ensaio com dose de 5000 mg/kg. Assim, quando se utiliza
uma dose de 5 000 mg/kg no estudo de determinagdo de amplitude, o resultado A
(morte) requer o ensaio com um segundo animal com uma dose de 2 000 mg/kg.
Os resultados B e C (toxicidade evidente ou sem toxicidade) permitem a selec¢ido
da dose de 5 000 mg/kg, como dose inicial do estudo principal. De igual modo,
para uma dose inicial diferente de 5 000 mg/kg, o ensaio é realizado até a dose
de 5000 mg/kg se o resultado da dose de 2 000 mg/kg for B ou C. No caso de
se obter um resultado A na subsequente dose de 5 000 mg/kg, a dose inicial do
estudo principal devera ser 2 000 mg/kg, enquanto para resultados B ou C deve
utilizar-se uma dose inicial de 5 000 mg/kg no estudo principal.
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Estudo principal

As regras de decisdo para o procedimento sequencial apresentado no anexo 2
serdo aplicadas ao ensaio com dose de 5000 mg/kg. Assim, quando se utiliza
uma dose de 5000 mg/kg no estudo principal, o resultado A (> duas mortes)
requer o ensaio com um segundo grupo, com uma dose de 2 000 mg/kg. Os
resultados B (toxicidade evidente e/ou < uma morte) ou C (sem toxicidade) ndo
permitem a classificagdo da substancia em conformidade com o GHS. De igual
modo, para uma dose inicial diferente de 5 000 mg/kg, o ensaio ¢é realizado até a
dose de 5 000 mg/kg se o resultado da dose de 2 000 mg/kg for C. No caso de se
obter um resultado A na subsequente dose de 5000 mg/kg, a substancia sera
classificada na Categoria 5 do GHS, enquanto um resultado B ou C nio permite
a classifica¢do da substancia.



Orientagdes sobre a classificacio em conformidade com o esquema transitério da UE, valido até a implementacdo total do Sistema de Classificagio Harmonizado a Nivel Mundial (GHS)

ANEXO 4

METODO DE ENSAIO B.1 bis

(obtido da referéncia (8))

l Dose: 5 mg/kg j
INiclo _———l ————l
5 animais 5 animais 5 animais 5 animais
5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
Classificar T+ T+ T+ T T H H u u
segundo UE
[ Dose: 50 mg/kg 1
INiclo
5 animais 5 animais 5 animais 5 animais
5 mglkg 50 mg/kg 300 mg/kg * 2000 mg/kg
%o <ci=> o> @ e D @
Classificar Ts T+ T+ T T H H u u
segundo UE
Resultado T+ = muito toxico * Bem-estar animal Se esta dose causou morte no estudo de determinag&o de
> 2 mortes T = toxico amplitude. ndo devem ser ensaiados mais animais. V& directamente para o
H = nocivo resultado

CB)Z 1 com toxicidade evidente
e/ou 1 morte

@Sem toxicidade evidente nem

mortes

U = n&o classificado

Dimensé&o do grupo Os 5 animais em cada grupo do estudo principal incluirdo qualquer um
dos animais ensaiados a essa dose no estudo de determinagédo de amplitude.
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—

5 Animais de ensaio:
5mg/kg

—

5 Animais de ensaio:
50 mg/kg

Dose: 300 mg/kg

INiCIO

300 mg/kg

5 Animais de ensaio:

B8O

P

5 Animais de ensaio:
2.000 mg/kg*

St

Classificar segundo UE T+ T-

S

T

—

—

5 Animais de ensaio:

5 Animais de ensaio:

Dose: 2000 mg/kg

—

5 Animais de ensaio:

INiClO

b, _d

5 Animais de ensaio:

5mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
ICIassificar segundo UE T+ T+ T+ T T H H U U ]
Resultado Dimensé&o do grupo
- T+ = muito toxico Os 5 animais em cada grupo do estudo principal incluirdo qualquer um dos animais
L A D=2mortes T = téxico ensaiados a essa dose no estudo de determinagao de amplitude.
H = nocivo
(C_ B =1 com toxicidade evidente e/ou 1 morte U = néo
classificado *Bem-estar dos animais

Se esta dose causou a morte no estudo de determinagéo de amplitude, ndo devem
ser ensaiados mais animais. Va directamente para o resultado

@Sem toxicidade evidente nem
mortes
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B.1.tris. TOXICIDADE ORAL AGUDA — METODO DE
CLASSIFICACAO DE TOXICIDADE AGUDA

1. METODO

O presente método ¢ equivalente ao «Test Guideline» TG 423 da
OCDE (2001)

1.1. INTRODUCAO

O método de classificagdo de toxicidade aguda (1) estabelecido no
presente ensaio ¢ um procedimento gradual que utiliza trés animais
do mesmo sexo por etapa. Em média, consoante a mortalidade e/ou
o estado moribundo dos animais, sdo necessarias 2-4 etapas para
avaliar a toxicidade aguda da substidncia de ensaio. O presente
procedimento ¢é reprodutivel, utiliza uma quantidade muito limitada
de animais e permite classificar as substancias de um modo seme-
lhante a outros métodos de ensaio de toxicidade aguda. O método
de classificag@o de toxicidade aguda baseia-se na avaliagdo biomé-
trica (2) (3) (4) (5) com doses fixas, separadas apropriadamente de
modo a permitir a avaliacdo da substincia para fins de classificago
e avaliacdo de perigosidade. O método, adoptado inicialmente em
1996, foi amplamente validado in vivo relativamente aos dados de
DLs, publicados na literatura nacional (6) e internacional (7).

No Documento de Orientagdo sobre Ensaios de Toxicidade Oral
Aguda (8) podem consultar-se as orientacdes sobre a selec¢do do
método de ensaio mais apropriado a determinado fim. Este Docu-
mento de Orienta¢do contém igualmente informagao adicional sobre
o procedimento e interpretacdo do Método de Ensaio B.1.tris.

No presente método de ensaio ndo ¢ necessario administrar doses
de substancias de ensaio, que comprovadamente causam dor e so-
frimento Obvios, devido a sua acgdo corrosiva ou gravemente irri-
tante. Os animais moribundos ou que apresentam sinais 6bvios de
dor ou sofrimento grave e continuado devem ser sacrificados sem
dor e, na interpretagdo dos resultados do ensaio, considerados do
mesmo modo que os animais que morrem durante o ensaio. Os
critérios sobre a decisdo de sacrificar animais moribundos ou em
sofrimento, bem como as orientagdes sobre o reconhecimento de
morte previsivel ou iminente, estdo incluidos separadamente num
Documento de Orientagdo (9).

O presente método utiliza doses estabelecidas previamente e os
resultados permitem classificar a substdncia em conformidade
com o Sistema Harmonizado ao Nivel Mundial (GHS) para a clas-
sificacdo de substincias quimicas que causam toxicidade aguda

(10).

Em principio, o0 método ndo se destina a calcular rigorosamente os
valores de DLs,, mas permite a determinagdo de gamas de exposi-
¢do definidas, nas quais é expectavel a ocorréncia de mortes, dado
que um dos principais critérios especificos do ensaio ¢ a morte de
uma dada propor¢do de animais. O método permite determinar
valores de DLs, somente quando, pelo menos, duas das doses
utilizadas resultam numa mortalidade superior a 0 % e inferior a
100 %. A utilizagdo de uma selec¢do de doses, previamente esta-
belecidas, independentemente da substancia de ensaio, com a clas-
sificacdo especificamente dependente do nimero de animais obser-
vados em varios estados melhora as condi¢des de comunicac¢do de
resultados entre laboratérios, bem como a consisténcia e a repeti-
bilidade dos resultados.
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1.2.

Antes de efectuar o estudo, o laboratorio de ensaio deve ter em
conta toda a informacdo disponivel sobre a substincia de ensaio.
Esta informagdo incluira a identificagdo e a estrutura quimica da
substincia, as suas propriedades fisico-quimicas, os resultados de
quaisquer outros ensaios de toxicidade da substincia in vitro ou in
vivo, dados toxicologicos sobre substincias estruturalmente seme-
lhantes e a(s) utilizagdo(3es) prevista(s) para a substincia. Esta
informagdo ¢é necessaria para satisfazer todos os envolvidos em
relagdo a relevancia do ensaio ao nivel da proteccdo da saude
humana e sera util na determinagdo da dose inicial mais adequada.

DEFINICOES

Toxicidade oral aguda: refere-se ao conjunto de efeitos adversos
que se manifestam apds a administragdo oral de uma dose tnica da
substincia ou de vérias doses num periodo de 24 horas.

Morte retardada: significa que o animal ndo morre nem aparenta
estar moribundo num periodo de 48 horas, mas morre mais tarde,
no decorrer do periodo de observagdo de 14 dias.

Dose: quantidade aplicada da substincia de ensaio. O valor da dose
¢ expresso em peso de substancia de ensaio por unidade de peso de
animal de ensaio (por exemplo, mg/kg).

GHS: Sistema Harmonizado ao Nivel Mundial (Globally Harmo-
nised System) para a Classificagdo de Substancias Quimicas e Mis-
turas. Trata-se de um trabalho conjunto da OCDE (saude humana e
ambiente), do Comité de Peritos em Transporte de Mercadorias
Perigosas das Nagdes Unidas (propriedades fisico-quimicas) e da
OIT (notificagdo de perigos) e coordenado pelo Programa Interor-
ganizagOes para a Boa Gestdo das Substancias Quimicas [Interor-
ganisation Programme for the Sound Management of Chemicals
(IOMO)].

Morte iminente: situagdo em que se prevé a ocorréncia de estado
moribundo ou morte antes da seguinte observacao planeada. Alguns
dos sinais indicativos deste estado em roedores incluem convulsdes,
posicdo lateral, posicdo deitada e tremores. [Para informagdo deta-
lhada, consultar o Documento de Orientagdo sobre Critérios Espe-
cificos sem Dor (9)].

DLs, (Dose Letal Média): dose unica, calculada estatisticamente,
de uma substancia susceptivel de causar a morte de 50 % dos
animais quando administrada por via oral. O valor da DLs, €
expresso em peso de substancia de ensaio por unidade de peso
de animal de ensaio (mg/kg).

Dose-limite: refere-se a uma dose com o valor-limite superior ad-
mitido pelo ensaio (2 000 ou 5 000 mg/kg).

Estado moribundo: encontrar-se num estado de morte ou de in-
capacidade de sobrevivéncia, mesmo com tratamento. [Para infor-
magao detalhada, consultar o Documento de Orientagdo sobre Cri-
térios Especificos sem Dor (9).]

Morte previsivel: presenca de sinais clinicos indicativos de ocor-
réncia de morte em determinada altura, antes do final planeado da
experiéncia; por exemplo: incapacidade de alcangar agua ou co-
mida. [Consultar 0 Documento de Orientagdo de Critérios Especi-
ficos sem Dor (9) para mais detalhes.]
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1.3.

1.4.
1.4.1.

1.4.2.

PRINCIPIO DO ENSAIO

O principio do presente ensaio € que, com base num procedimento
gradual com a utilizagdo de um niimero minimo de animais por
etapa, ¢ possivel obter informacdo suficiente sobre a toxicidade
aguda de uma substancia de ensaio, de modo a permitir a sua
classificag@o. A substancia ¢ administrada, por via oral, a um grupo
de animais de ensaio a uma das doses anteriormente definidas. A
substdncia ¢ ensaiada utilizando um procedimento gradual, em que
cada etapa utiliza trés animais do mesmo sexo (normalmente fé-
meas). A existéncia ou inexisténcia de mortalidade, relacionada
com composto, dos animais tratados numa dada etapa, determinara
a etapa seguinte, ou seja:

— ndo s30 necessarios mais ensaios,

— ¢ administrada a mesma dose a mais trés animais,

— ¢ administrada a dose seguinte, maior ou menor, a mais trés
animais.

No anexo 1 apresenta-se informacdo detalhada sobre o procedi-
mento de ensaio. O método permitira uma avaliacdo conducente a
classificagdo da substincia de ensaio numa das classes de toxici-
dade definidas pelos valores-limite de DLsy.

DESCRICAO DO METODO DE ENSAIO
Selecciio de espécies animais

A espécie de roedores preferida para ensaio é o rato, mas podem
ser utilizadas outras espécies de roedores. Normalmente, utilizam-se
fémeas (9). Tal escolha deve-se ao facto de uma analise da litera-
tura cientifica relativa aos ensaios convencionais de DLs, revelar
que, habitualmente, a diferenga de sensibilidade entre os sexos €
pequena e, nos casos em que sdo observadas diferencas, as fémeas
sd0, de um modo geral, ligeiramente mais sensiveis (11).
No entanto, devem utilizar-se machos caso as propriedades toxico-
logicas ou toxico-cinéticas descritas para substdncias quimicas es-
truturalmente semelhantes indicarem que estes podem revelar maior
sensibilidade. Quando o ensaio ¢ efectuado com machos, deve ser
apresentada uma justificagdo adequada.

Devem ser utilizados animais adultos, jovens e saudaveis e perten-
centes a estirpes laboratoriais de uso corrente. As fémeas devem ser
nuliparas e ndo gravidas. No inicio da administragdo das doses,
todos os animais devem ter idades compreendidas entre as 8 e as
12 semanas e um peso compreendido no intervalo de £ 20 % do
peso médio dos animais aos quais foram anteriormente administra-
das doses.

Condicdes de alojamento e alimentacio

A temperatura do compartimento experimental dos animais deve ser
22°C (+ 3°C). A humidade relativa devera ser 50 %-60 %, embora
sejam aceitaveis valores entre um minimo de 30 % e um maximo
que, de preferéncia, ndo deverd exceder 70 %, salvo durante os
periodos de limpeza do compartimento. A iluminagdo deve ser
artificial, com sequéncias de 12 horas de luz e 12 horas de escu-
riddo. A alimentagdo pode basear-se em dietas de laboratério con-
vencionais, com fornecimento ilimitado de agua para beber. Os
animais aos quais ¢ administrada a mesma dose podem ser agru-
pados na mesma gaiola, desde que o numero de animais em cada
gaiola nd3o impeca a observagdo clara de cada um deles.
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1.4.3.

1.4.4.

L.5.
1.5.1.

Preparacdo dos animais

Os animais sdo escolhidos ao acaso, marcados de modo a permitir
uma identificagdo individualizada e mantidos nas suas gaiolas du-
rante, pelo menos, cinco dias antes do inicio da administragdo das
doses para que se aclimatem as condigdes laboratoriais.

Preparacio das doses

De um modo geral, as substancias de ensaio devem ser adminis-
tradas num volume constante ao longo de toda a gama de doses a
ensaiar através da variagdo da concentragdo na preparagdo da dose.
No entanto, para o caso do ensaio de um produto ou de uma
mistura no estado liquido, pode ser mais relevante para a avaliagdo
de risco subsequente a utilizagdo da substancia de ensaio sem
qualquer dilui¢do, ou seja, a concentragdo constante, sendo este
um requisito apresentado por algumas autoridades competentes.
Em qualquer dos casos, ndo deve ser excedido o volume maximo
da dose a ser administrada. O volume maximo de liquido que pode
ser administrado de cada vez depende do tamanho do animal de
ensaio. No caso de roedores, o volume ndo deve exceder, em
condigdes normais, 1 ml/100 g de peso corporal. Para solugdes
aquosas, contudo, pode ser considerada a dose de 2 ml/100 g de
peso corporal. Recomenda-se que, sempre que possivel, seja consi-
derada em primeiro lugar a utilizagdo de uma solugdo/suspensdo/
/emulsdo aquosa; caso tal ndo seja viavel, pode considerar-se o uso
de uma solugdo/suspensdo/emulsdo em dleo (por exemplo, 6leo de
milho); em tltima instancia, podera eventualmente recorrer-se ao
uso de solugdes noutros excipientes. Devem conhecer-se as carac-
teristicas toxicologicas dos excipientes que ndo sejam a agua. As
doses devem ser preparadas pouco tempo antes da sua administra-
¢do, a menos que a estabilidade da preparagdo ao longo do periodo
de utilizacdo seja conhecida e tenha sido considerada aceitavel.

PROCEDIMENTO
Administracdo de doses

A administragdo por sonda esofagica deve ser feita, de preferéncia,
numa toma unica, usando um tubo estomacal ou uma canula de
intubag@o apropriada. Nos casos raros em que ndo ¢ possivel a
administracdo de uma toma tUnica, a dose pode ser administrada
em fracgdes menores ao longo de um periodo ndo superior a 24
horas.

Os animais devem ser sujeitos a jejum antes da administracdo das
doses (por exemplo, no caso de ratos, ndo deve dar-se comida
durante a noite, mas deve manter-se o fornecimento de agua; no
caso de ratinhos, a comida deve ser suspensa durante 3-4 horas e
deve ser mantido o fornecimento de agua). Apés o periodo de
jejum, os animais devem ser pesados e deve ser administrada a
substdncia de ensaio. Ap6s a administracdo da substdncia, pode
evitar dar-se comida durante 3-4 horas para ratos e 1-2 horas
para ratinhos. Nos casos de administragdo fraccionada da dose
durante um certo lapso de tempo, pode ser necessario dar comida
e 4gua aos animais, consoante a duragdo do periodo de adminis-
tragao.

Numero de animais e doses

Sdo utilizados trés animais em cada etapa. A dose a utilizar inicial-
mente deve ser seleccionada entre uma das quatro doses fixas de 5,
50, 300 e 2 000 mg/kg de peso corporal. A dose inicial deve ser
aquela que apresenta maior probabilidade de induzir mortalidade
em alguns dos animais tratados. Os fluxogramas do anexo 1 des-
crevem o procedimento a seguir para cada uma das doses iniciais.
Apresentam-se ainda, no anexo 4, as orientagdes sobre a classifica-
¢do segundo o sistema da UE, em vigor até a implementacdo do
novo GHS.
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Quando a informagdo disponivel for indicativa de que nao é muito
provavel que ocorra mortalidade com a maior dose inicial (2 000
mg/kg de peso corporal), deve efectuar-se um teste-limite. Quando
ndo existir qualquer informagdo disponivel sobre a substincia de
ensaio, recomenda-se a utilizagdo de uma dose inicial de 300 mg/kg
de peso corporal por razdes de protec¢do dos animais.

O intervalo de tempo entre os grupos de tratamento ¢ determinado
pelo aparecimento, duragdo e gravidade dos sinais de toxicidade. O
tratamento dos animais com a dose seguinte deve ser adiado até ser
possivel estabelecer com seguranga a sobrevivéncia dos animais
previamente tratados.

Excepcionalmente, e apenas quando justificado por necessidades
legais especificas, pode ser considerada a utilizagdo de uma dose
fixa superior adicional de 5 000 mg/kg (consultar o anexo 2). Por
razdes de protecgdo dos animais, é desencorajado o ensaio de ani-
mais na Categoria 5 do GHS (2 000-5 000 mg/kg) e esta dose so
deve ser considerada quando existe uma elevada probabilidade de
os resultados deste ensaio terem relevancia directa para a protec¢do
da satde humana ou dos animais ou do ambiente.

Teste-limite

O teste-limite ¢ utilizado, essencialmente, em situagdes nas quais o
analista tem informagdo indicativa do material de ensaio ndo ser
provavelmente toxico, ou seja, sO apresenta toxicidade acima das
doses limite regulamentadas. A informagdo sobre a toxicidade do
material de ensaio pode ser obtida a partir de ensaios em compostos
semelhantes ou de ensaios de misturas ou produtos semelhantes,
tendo em consideragdo a identificagdo e percentagem dos compo-
nentes cuja relevancia toxicologica ¢ conhecida. Nos casos em que
a informagdo sobre a sua toxicidade ¢ limitada ou inexistente ou
nos casos em que ¢ previsivel que o material a ensaiar seja toxico,
deve ser efectuado o estudo principal.

Pode ser efectuado um teste-limite a uma dose de 2 000 mg/kg de
peso corporal com seis animais (trés animais por etapa). Excepcio-
nalmente, pode ser efectuado um teste-limite a uma dose de 5 000
mg/kg de peso corporal com trés animais (consultar o anexo 2).
Caso ocorra mortalidade na sequéncia da administragdo da subs-
tdncia de ensaio, pode ser necessario efectuar ensaios posteriores
com a dose inferior seguinte.

OBSERVACOES

Apos a aplicagdo da dose, os animais devem ser observados indi-
vidualmente, pelo menos uma vez durante os primeiros trinta mi-
nutos e periodicamente durante as primeiras 24 horas, com especial
cuidado nas primeiras quatro horas. Em seguida, ¢ necessario ob-
servar os animais diariamente, durante um periodo de 14 dias,
excepto se for necessario retira-los do estudo e sacrifica-los sem
dor por motivo de bem-estar dos animais, ou se forem encontrados
mortos. No entanto, a duragdo do periodo de observacao nio deve
ser estabelecida de uma forma rigida, mas determinada com base
nas reacgOes de toxicidade, velocidade do seu aparecimento e du-
racdo do periodo de recuperagdo, que pode ser prolongado, se
considerado necessario. O momento em que os sinais de toxicidade
aparecem e desaparecem sdo importantes, sobretudo se os sinais de
toxicidade tendem a aparecer de uma forma retardada (12). Todas
as observacdes sdo registadas sistematicamente, mantendo-se uma
ficha individual para cada animal.



02008R0440 — PT — 14.10.2024 — 010.001 — 169

1.6.1.

1.6.2.

Serdo necessarias observagdes adicionais se 0s animais continuarem
a apresentar sinais de toxicidade. As observagdes devem incluir
alteragcdes na pele e pélos, olhos, membranas mucosas, aparelho
respiratorio, aparelho circulatorio, sistema nervoso autobnomo e cen-
tral, assim como na actividade somatomotora e comportamental.
Devem ser observados com especial atengdo os tremores, convul-
soes, salivagdo, diarreia, letargia, sono e coma. Devem ser tomados
em consideragdo os principios e critérios resumidos no Documento
de Orientagdo de Critérios Especificos sem Dor (9). Os animais que
forem encontrados em estado moribundo e os animais que apresen-
tarem dores violentas ou sinais de sofrimento intenso e continuado
devem ser sacrificados sem dor. Quando os animais forem sacrifi-
cados a fim de evitar dor ou se forem encontrados mortos, deve ser
registado o momento da morte com o maior rigor possivel.

Peso corporal

O peso individual dos animais deve ser determinado imediatamente
apos a administragdo da substancia de ensaio e, seguidamente, pelo
menos uma vez por semana. Devem ser calculadas e registadas
todas as variagdes de peso. No final do ensaio, os animais sobre-
viventes sdo pesados e, seguidamente, sacrificados sem dor.

Patologia

Todos os animais de ensaio (incluindo aqueles que morreram du-
rante o ensaio ou que foram retirados do ensaio por motivos de
preservagdo do bem-estar do animal) devem ser sujeitos a uma
autopsia pouco pormenorizada. Devem ser registadas as alteragdes
patologicas principais observadas em cada animal. Deve também
ser considerada a realizagdo de um exame microscopico dos orgaos
que mostrem sinais de patologia grave em animais que sobrevive-
ram, no minimo, 24 horas apés a aplicagdo da dose inicial, ja que
este exame pode fornecer informagdo util.

DADOS

Devem ser apresentados os dados individuais para cada animal.
Adicionalmente, todos os dados devem ser resumidos em forma
tabular, mostrando, para cada grupo de ensaio, o niimero de ani-
mais utilizado, o numero de animais que apresentaram sinais de
toxicidade, o nimero de animais que foram encontrados mortos
durante o ensaio ou que foram sacrificados a fim de evitar dor, o
momento da morte de cada um dos animais, a descrigdo e evolucao
temporal dos efeitos de toxicidade e sua reversibilidade, assim
como os resultados da autdpsia.

RELATORIO
Relatorio do ensaio

O relatorio do ensaio devera incluir as seguintes informagdes:

Substancia de ensaio:

— natureza fisica, pureza e propriedades fisico-quimicas relevantes
(incluindo isomerizagéo);

— dados relativos a identificagdo quimica, incluindo o numero
CAS.

Excipiente (se apropriado):

— caso o excipiente ndo seja agua, uma justificacdo para a sua
escolha.

Animais de ensaio:

— espécie/estirpe usada;
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— estado microbiologico do animal, caso seja conhecido;

— numero, idade e sexo dos animais (incluindo, quando necessa-
rio, uma justificagdo para o uso de machos em vez de fémeas);

— proveniéncia, condigdes de alojamento, dieta, etc.
Condig¢des do ensaio:

— informag@o pormenorizada sobre a formulagdo da substancia,
incluindo informag¢do pormenorizada sobre a forma fisica do
material administrado;

— informag@o pormenorizada sobre a administragdo da substancia
de ensaio, incluindo volume das doses ¢ o0 momento da aplica-
¢ao;

— informagdo pormenorizada sobre a qualidade dos alimentos ¢ da
agua (incluindo tipo e origem da dieta, origem da agua);

— justificac@o para a escolha da dose inicial.
Resultados:

— tabela dos dados de resposta e da dose para cada animal (ou
seja, animais que apresentaram sinais de toxicidade, incluindo
mortalidade, natureza, gravidade e duracdo dos efeitos);

— tabela com indicagdo do peso corporal e suas variagoes;

— pesos individuais de animais no dia em que ¢ aplicada a dose,
uma vez por semana no restante periodo e na altura da sua
morte ou sacrificio;

— data e momento da morte, no caso de ocorréncia de morte antes
do sacrificio previsto;

— evolugdo temporal do aparecimento de sintomas de toxicidade e
sua reversibilidade para cada animal;

— resultados da autopsia e resultados histopatologicos para cada
animal, caso se encontrem disponiveis.

Analise dos resultados.
Conclusdes.
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ANEXO 1
PROCEDIMENTO A SEGUIR PARA CADA UMA DAS DOSES INICIAIS

CONSIDERACOES GERAIS

Os esquemas de ensaio, descritos no presente anexo, descrevem esquematica-
mente o procedimento a seguir para cada dose inicial.

— Anexo la: a dose inicial é de 5 mg/kg p.c.

— Anexo 1b: a dose inicial ¢ de 50 mg/kg p.c.
— Anexo lc: a dose inicial é de 300 mg/kg p.c.
— Anexo 1d: a dose inicial ¢ de 2 000 mg/kg p.c.

Consoante o nimero de animais sacrificados sem dor ou mortos, o procedimento
de ensaio segue as setas respectivas.



GHS

LIMITE DE DL,
mg/kg p.c.

ANEXO 1

A PROCEDIMENTO DE ENSAIO COM UMA DOSE INICIAL DE 5 MG/KG DE PESO CORPORAL

>

5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 animais 3 animais 3 animais 3 animais
5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 animais 3 animais 3 animais 3 animais
%9 %9 %9 i 3
Categoria 1 Categoria 2 Categoria 3 Categoria 4 Categoria 5 o
>0-5 >5-50 > 50 - 300 > 300 - 2000 > 2000 - 5000
1 0
A
ISI 25 lSOISOl2OOI3(DISOOllm012000125(X)IS(XJOIGOI

- Por etapa, séo utilizados 3 animais do mesmo sexo (normalmente fémeas)

-0, 1, 2, 3: niUmero de animais moribundos ou mortos em cada etapa
- GHS: Sistema de Classificagdo Harmonizado a Nivel Mundial (mg/kg p.c.)

- % nao classificada
- Ensaio a 5000 mg/kg p.c. consultar o Anexo 2
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GHS

Limite de
DL, mg/kg p.c.

ANEXO 1 B

PROCEDIMENTO DE ENSAIO COM UMA DOSE INICIAL DE 50 MG/KG DE PESO CORPORAL

o>

5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 animais 3 animais 3 animais > 3 animais
® é (& 5| ©
5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 animais 3 animais 3 animais 3 animais
23 0-1 23 23 @_ 23 0-1 °
Categoria 1 Categoria 2 Categoria 3 Categoria 4 Categoria 5 oo
>0-5 >5-50 > 50 -300 > 300 - 2000 > 2000 - 5000
! | E———
0
naleetapa 1 0

[T =

- Por etapa, séo utilizados 3 animais do mesmo sexo (normalmente fémeas)
-0, 1, 2, 3: nmero de animais moribundos ou mortos em cada etapa
- GHS: Sistema de Classificagdo Harmonizado a Nivel Mundial (mg/kg p.c.)

- % nao classificada
- Ensaio a 5000 mg/kg p.c:. consultar o Anexo 2
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ANEXO 1 C

PROCEDIMENTO DE ENSAIO COM UMA DOSE INICIAL DE 300 MG/KG DE PESO CORPORAL

5 mg/kg 50 mg/kg ™ 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 animais - 3 animais T 3 animais 3 animais
é S |lo ¢ é e
5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 animais 3 animais 3 animais 3 animais
Q < % Q %9 @ o
Categoria 1 Categoria 2 Categoria 3 Categoria 4 Categoria 5 o0
GHS >0-5 >5-50 > 50 - 300 > 300 - 2000 > 2000 - 5000
! !

|

[3@50) na oufro 3(a300)na| [ outro
12 etapa 12 etapa 3
!, ! ! vy

umeseot, [ s [ 25 [ao [ so [ 20 [ a0 | sw [ 1000 [ 2000 | 2500 | s000 | w |
mg/kg p.c.

N
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- por etapa, séo utilizados 3 animais do mesmo sexo (normalmente fémeas)
- 0,1, 2, 3: nmero de animais moribundos ou mortos em cada etapa - o nao classificada
- GHS: Sistema de Classificagdo Harmonizado a Nivel Mundial (mg/kg p.c.) - Ensaio a 5000 mg/kg p.c:. consultar o Anexo 2
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GHS

LD,, cut-off
mg/kg b.w.

ANEXO 1 D

PROCEDIMENTO DE ENSAIO COM UMA DOSE INICIAL DE 2 000 MG/KG DE PESO CORPORAL

o>

L]

5mgkg  [@ 50mghkg [ 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 animals 3 animals 3 animals 3 animals
_éD (J) D
5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 animals 3 animals 3 animals 3 animals

O

byth

Category 1 Category 2 Category 3 Category 4 Category 5 o0
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- per step 3 animals of a single sex (normally females) are used
- 0,1, 2, 3: Number of moribund or dead animals at each step
- GHS: Globally Harmonised Classification System (mg/kg b.w.)
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- Testing at 5000 mg/kg b.w.: see Annex 2
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ANEXO 2

CRITERIOS PARA A CLASSIFICACAO DE SUBSTANCIAS DE ENSAIO
COM VALORES PREVISIVEIS DE DLs, SUPERIORES A 2 000 MG/KG
SEM NECESSIDADE DE EFECTUAR ENSAIO

Os critérios para a Categoria de Perigosidade 5 destinam-se a permitir a identi-
ficacdo de substincias de ensaio que representam um perigo de toxicidade aguda
relativamente baixo, mas que, em certas circunstancias, podem representar perigo
para populagdes vulneraveis. E previsivel que tais substancias apresentem valores
de DLs, por via oral ou dérmica na gama de 2 000-5 000 mg/kg ou dose equi-
valente para outras vias. As substincias de ensaio podem ser classificadas na
categoria de perigosidade definida por: 2 000 mg/kg < DLsy < 5000 mg/kg
(Categoria 5 do GHS) nos seguintes casos:

a) se classificadas nesta categoria por qualquer dos esquemas de ensaio do
anexo la-1d, baseados nas incidéncias de mortalidade;

b

~

se existir prova fiavel indicativa de que os valores de DLs, se encontram na
gama correspondente a Categoria 5 ou se outros estudos em animais ou sobre
efeitos de toxicidade em seres humanos forem indicativos de preocupagdo
acentuada em relagdo a salvaguarda da satide humana;

c) através de extrapolagdo, estimativa ou medi¢do de dados, desde que ndo seja
garantida a atribuigdo a uma classe mais perigosa, ¢

— quando existe informagdo fidvel indicativa de efeitos de toxicidade signi-
ficativos em seres humanos, ou

— quando ndo ¢ registada mortalidade nos ensaios por via oral até doses
correspondentes aos valores para a Categoria 4, ou

— quando o perito ¢ de opinido de que ndo se verificam sintomas clinicos de
toxicidade significativos para ensaios até doses com valores corresponden-
tes a Categoria 4, com excep¢do de diarreia, ereccdo pilosa ou ma apa-
réncia, ou

— nos casos em que o perito confirme a existéncia de informagdo fiavel,
proveniente de outros estudos em animais que seja indicativa da existéncia
de potenciais efeitos agudos significativos.

ENSAIOS COM DOSES SUPERIORES A 2 000 MG/KG

Devido ao reconhecimento da necessidade de proteger o bem-estar dos animais,
os ensaios de animais na Categoria 5 (5 000 mg/kg) sdo desencorajados e sO
devem ser considerados no caso de ser muito provavel que os resultados desse
ensaio tenham especial relevancia para a protec¢do da satide humana ou animal
(10). Nao devem ser efectuados ensaios a doses superiores.

Quando ¢ necessario efectuar o ensaio com uma dose de 5000 mg/kg, s6 ¢
necessaria uma etapa (ou seja, trés animais). Se o primeiro animal tratado morre,
o ensaio prossegue a uma dose de 2000 mg/kg, em conformidade com os
fluxogramas do anexo 1. Se o primeiro animal sobrevive, sdo tratados dois outros
animais. Se somente um dos trés animais morrer, ¢ de prever que o valor de
DLso seja superior a 5000 mg/kg. Se ambos os animais morrerem, o ensaio
prossegue com uma dose de 2 000 mg/kg.
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ANEXO 3

METODO DE ENSAIO B.Ltris: Orientaces sobre a classificacio em conformidade
com o esquema transitorio da UE em vigor até a implementacio total do Sistema de
Classificacio Harmonizado a Nivel Mundial (GHS) [obtido da referéncia (8)]
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B.2. TOXICIDADE AGUDA POR INALACAO

INTRODUCAO

Este método ¢ equivalente ao Test Guideline 403 (2009) da OCDE (1). O
Test Guideline 403 (TG 403) inicial relativo a toxicidade aguda por inalagdo
foi adotado em 1981. Este método B.2 revisto (equivalente a versdo revista
do Test Guideline 403) visa maior flexibilidade, reduzir a utilizagdo de
animais e responder as exigéncias da regulamentagdo. Compreende dois
tipos de estudos: um protocolo tradicional para determinagdo da CLsy e
um protocolo de concentragdo em fungdo do tempo (C X t). As principais
caracteristicas deste método sdo a capacidade de estabelecer uma relagido de
resposta a concentracdo na gama letal e ndo letal, tendo em vista o célculo
da mediana da concentrag@o letal (CL5g), do limiar da concentragdo nao letal
(por exemplo, CLO1) e do declive, bem como a capacidade de determinar se
algum dos sexos tem maior sensibilidade. Deve recorrer-se ao protocolo C x
t quando a regulamentacdo aplicavel ou critérios cientificos exigem o ensaio
em animais durante varios periodos, nomeadamente para efeitos de planea-
mento da resposta a situagdes de emergéncia — por exemplo, para determi-
nagdo de niveis-guia de exposi¢cdo aguda (AEGL), estabelecimento de orien-
tacdes destinadas ao planeamento da resposta a situagdes de emergéncia ou
calculo de limiares de exposicdo aguda — ou de ordenamento do territorio.

O Guidance Document on Acute Inhalation Toxicity Testing (GD 39) (2)
contém orientagdes para a realizagdo e interpretagdo dos estudos previstos
neste método de ensaio.

No final do capitulo e no referido GD 39 (2) sdo definidos alguns conceitos
utilizados neste método.

Este método permite caracterizar produtos quimicos, avaliar quantitativa-
mente os riscos correspondentes e escalona-los e classifica-los de acordo
com o Regulamento (CE) n.° 1272/2008 (3). O documento GD 39 (2)
fornece orientagdes para a escolha do método adequado para o ensaio de
efeitos agudos. Quando apenas sdo necessarias informagdes relativas a clas-
sificagdo e a rotulagem, o método normalmente recomendado ¢ o do
capitulo B.52 (4) deste anexo [ver o GD 39 (2)]. O método B.2 ndo se
destina especificamente ao ensaio de materiais especiais, tais como matérias
fibrosas ou isométricas pouco soluveis ou nanomateriais manufaturados.

CONSIDERACOES INICIAIS

Antes de proceder a ensaios segundo este método, o laboratério deve ter em
conta os elementos disponiveis sobre o produto quimico, nomeadamente
estudos ja efetuados [por exemplo, com base no capitulo B.52 (4) deste
anexo] cujos resultados eventualmente dispensem a realizagdo de mais en-
saios, a fim de minimizar a utilizacdo de animais. Entre os elementos uteis
para a escolha da espécie, da estirpe, do sexo, do modo de exposi¢do e das
concentragdes mais adequados contam-se a identidade, a estrutura quimica e
as propriedades fisico-quimicas do produto quimico em estudo, resultados
de ensaios de toxicidade in vitro ou in vivo, as utilizagdes previstas, o
potencial de exposicdo humana e dados (Q)SAR - "(quantitative)
structure-activity relationships", relagdes (quantitativas) estrutura/atividade
— e toxicologicos disponiveis sobre substincias estruturalmente afins [ver
o GD 39 (2)].
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10.

Deve evitar-se o mais possivel ensaiar produtos quimicos corrosivos e/ou
irritantes a concentragdes que presumivelmente causardo dor e/ou sofrimento
intensos. Para determinar se ¢ possivel renunciar a mais ensaios, deve
avaliar-se o potencial corrosivo/irritante segundo critérios de especialistas
na matéria, designadamente com base em elementos relativos a experiéncias
em pessoas ou animais (por exemplo, provenientes de estudos de dose
repetida realizados a concentragdes ndo corrosivas/ndo irritantes), em dados
in vitro [por exemplo, provenientes da aplicagdo dos métodos descritos nos
capitulos B.40 (5) ou B.40.A (6) deste anexo ou do Test Guideline 435 da
OCDE (7)], em valores de pH, em informagdes relativas a substincias
similares ou noutros dados pertinentes. Para determinadas necessidades im-
postas pela regulamentacdo (por exemplo, fins de planeamento para situa-
¢des de emergéncia), pode recorrer-se a este método para expor animais a
matérias com essas caracteristicas, pois o método permite ao diretor ou ao
investigador principal do estudo gerir a escolha das concentracdes visadas.
Estas ndo devem induzir irritagdo/corrosdo acentuada, mas devem ser sufi-
cientes para que a curva de resposta a concentracdo abranja os niveis cor-
respondentes aos objetivos do ensaio, nos planos cientifico e da regulamen-
tagdo. E necessario justificar as concentragdes escolhidas em cada caso [ver
o GD 39 (2)].

PRINCIPIO DO METODO

O método B.2 revisto visa obter informagdes suficientes sobre a toxicidade
aguda de produtos quimicos, a fim de permitir classifica-los e de obter os
dados de letalidade (por exemplo, CLsy, CL¢; e declive) para um ou ambos
0s sexos necessarios a avaliacao quantitativa dos riscos. O método contem-
pla duas possibilidades. A primeira ¢ um protocolo tradicional, no qual se
expdem grupos de animais a uma concentragdo-limite (ensaio do limite) ou
a uma série de concentragdes gradualmente mais elevadas durante um pe-
riodo predeterminado, normalmente quatro horas. Por razdes ligadas a re-
gulamentacdo aplicavel, a duragdo da exposigdo pode ser diferente. A se-
gunda possibilidade é um protocolo C x t, no qual se expdem grupos de
animais a uma sO concentracdo (concentragdo-limite), ou a uma série de
concentragdes, durante periodos variaveis.

Os animais moribundos ou que apresentem sinais Obvios de dor ou de
grande sofrimento continuado devem ser eutanasiados e, na interpretagcdo
dos resultados do ensaio, ser considerados do mesmo modo que os animais
que morrem no ensaio. O documento de orientagdes n.° 19 da OCDE,
relativo aos parametros eticamente mensuraveis (8), define os critérios que
devem presidir & decisdo de eutanasiar animais moribundos ou em grande
sofrimento, bem como orientagdes sobre o reconhecimento da morte previ-
sivel ou iminente.

DESCRICAO DO METODO
Escolha da espécie animal

Devem ser utilizados animais adultos, jovens e saudaveis de estirpes labo-
ratoriais correntes. A espécie preferida é o rato. E necessario justificar a
utilizagdo de outras espécies.

Preparaciio dos animais

As fémeas utilizadas devem ser nuliparas e ndo podem estar gravidas.
No dia da exposigdo, os animais devem ser adultos jovens com oito a 12
semanas, de peso corporal nio desviado mais de 20 % do peso médio
correspondente a cada sexo dos animais da mesma idade anteriormente
expostos. Os animais devem ser selecionados aleatoriamente ¢ marcados
para identificacdo individual. Para aclimatagdo as condigdes laboratoriais,
devem permanecer nas gaiolas durante, pelo menos, cinco dias antes do
inicio do ensaio. Durante um curto periodo antes do ensaio, também devem
ser aclimatados ao dispositivo de ensaio, para diminuir a tensdo causada por
um ambiente novo.
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11.

12.

13.

14.

Manutencdo dos animais

A temperatura do biotério deve ser de 22 °C + 3 °C. O ideal sera manter a
humidade relativa entre 30 % e 70 %, embora isto possa ndo ser possivel ao
utilizar agua como veiculo. Antes e depois das exposigdes, 0os animais sdo
geralmente engaiolados por sexo e por concentragdo, mas o numero de
animais por gaiola ndo deve dificultar a clara observagdo de cada animal
e deve minimizar as perdas devidas a lutas ou canibalismo. Quando se opta
pela exposi¢do unicamente nasal dos animais, pode ser necessario aclimata-
-los aos tubos de contengédo. Estes ndo devem provocar aos animais tensdes
fisicas, térmicas ou dindmicas excessivas. A contengdo dos animais pode
afetar pardmetros fisiologicos como a temperatura corporal (hipertermia)
e/ou o volume respirado por minuto. Caso se disponha de dados genéricos
reveladores de que nenhuma destas alteragdes ocorre em grau aprecidvel,
ndo sera necessaria a preadaptacdo aos tubos de contencgdo. Os animais cujo
corpo seja exposto na totalidade a um aerossol devem permanecer em
gaiolas individuais durante a exposi¢do, para evitar que o aerossol seja
filtrado pela pelagem dos que com eles coabitem. Exceto nos periodos de
exposic¢do, podem utilizar-se dietas convencionais certificadas de laboratorio,
com fornecimento ilimitado de agua potavel da rede publica. A iluminacdo
deve ser artificial, com uma sequéncia de 12 horas de luz seguidas de 12
horas de escuriddo.

Camaras de inalaciao

Ao escolher-se a camara de inalagdo, deve ter-se em conta a natureza do
produto quimico em estudo e o objetivo do ensaio. Privilegia-se o modo de
exposi¢ao unicamente nasal, termo que abrange as exposigdes "unicamente
da cabega", "unicamente do nariz" e "unicamente do focinho". A exposi¢do
unicamente nasal ¢ geralmente preferida no estudo de aerossois de liquidos
ou de solidos, ou de vapores que possam condensar-se e formar aerossois.
Para determinados objetivos do estudo, podera ser melhor recorrer ao modo
de exposi¢ao do corpo inteiro, mas serd necessario justifica-lo no relatorio.
Para garantir estabilidade atmosférica nas cdmaras de corpo inteiro, 0 vo-
lume de todos os animais presentes em cada cdmara ndo deve exceder 5 %
do volume da cadmara. O documento GD 39 (2) descreve os principios,
vantagens e desvantagens das técnicas de exposi¢do unicamente nasal e
do corpo inteiro.

CONDICOES DE EXPOSICAO
Administracdo das concentracdes

As exposigdes unicamente nasais de ratos podem durar até seis horas. As
exposi¢des unicamente nasais de ratinhos geralmente ndo vao além de qua-
tro horas. Caso sejam necessarios estudos mais longos, é necessario justi-
fica-lo [ver o GD 39 (2)]. Os animais expostos a aerossois em cdmaras de
corpo inteiro devem ser alojados individualmente, para evitar que animais
coabitantes ingiram o produto quimico em estudo ao lamberem-se uns aos
outros. Durante o periodo de exposi¢do, a alimentacdo deve ser suspensa.
Durante as exposi¢des do corpo inteiro pode continuar a fornecer-se agua.

Os animais sdo expostos ao produto quimico em estudo sob a forma de gas,
vapor, aerossol ou de uma mistura destes. O estado fisico a ensaiar depende
das propriedades fisico-quimicas do produto quimico em estudo, da concen-
tragdo escolhida e/ou da forma fisica cuja probabilidade de presenga durante
a manipulagdo e utilizagdo do mesmo seja maior. Os produtos quimicos
higroscopicos ou quimicamente reativos devem ser ensaiados em atmosfera
seca. Devem tomar-se precaugdes para evitar concentragcdes que possam
provocar explosdes.
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15.

16.

17.

18.

Distribuicio granulométrica

Os aerossois e 0s vapores que possam condensar-se em aerossois devem ser
objeto de analise granulométrica. Para que todas as zonas pertinentes do
aparelho respiratorio sejam expostas, recomenda-se a utilizagdo de aerossois
com didmetro aerodindmico mediano da massa (MMAD) compreendido
entre 1 um e 4 pm e desvio-padrdo geométrico (c,) compreendido entre
1,5 e 3,0 (2)(9)(10). Deve fazer-se o razoavelmente possivel para respeitar
estas condigdes, sendo necessario um parecer especializado caso isso nao se
consiga. Por exemplo, as particulas dos fumos metélicos podem ser mais
pequenas do que o limite inferior indicado, ao passo que as particulas
carregadas, as fibras e as matérias higroscopicas (que aumentam de volume
no ambiente hiimido do aparelho respiratério) podem exceder o limite
superior.

Incorporac¢do do produto quimico em estudo num veiculo

Pode utilizar-se um veiculo para obter a concentragdo e a granulometria
adequadas do produto quimico na atmosfera. Regra geral, deve preferir-se
a agua. As matérias em particulas podem ser sujeitas a processos mecanicos
destinados a obter a distribuicdo granulométrica necessaria, mas tendo o
cuidado de ndo decompor nem alterar o produto quimico em estudo.
Quando houver indicios de que um processo mecanico possa ter alterado
a composi¢do do produto quimico em estudo (por exemplo, devido as altas
temperaturas geradas pela fricgdo numa moagem excessiva), sera necessario
verifica-la por meios analiticos. Devem tomar-se as precaugdes adequadas
para ndo contaminar o produto quimico em estudo. Ndo € necessario ensaiar
matérias granulosas ndo fridveis intencionalmente formuladas para ndo se-
rem inalaveis. Para demonstrar que a manipulagdo de uma matéria granulosa
ndo gera particulas respirdveis, efetua-se um ensaio de desgaste. Se este
gerar substancias respiraveis, deve realizar-se um ensaio de toxicidade por
inalagdo.

Animais de controlo

Nao ¢ necessario um grupo de controlo negativo (do ar) em paralelo. Caso
se utilize um veiculo diverso da agua para gerar a atmosfera a ensaiar, s6 se
utilizard um grupo de controlo do veiculo se ndo se dispuser de dados
historicos de toxicidade por inalagdo. Se um estudo de toxicidade de um
produto quimico incorporado num determinado veiculo ndo revelar toxici-

dade, conclui-se que o veiculo em causa ndo € toxico a concentragdo en-
saiada, ndo sendo necessario nenhum grupo de controlo do veiculo.

MONITORIZACAO DAS CONDICOES DE EXPOSICAO
Caudal de ar nas cimaras

Durante cada exposigdo, ¢ necessario regular cuidadosamente, monitorizar
continuamente e registar pelo menos de hora a hora o caudal de ar através
de cada cadmara. A monitorizagdo da concentragdo (ou estabilidade) da atmos-
fera em estudo constitui uma medida permanente de todos os parimetros
dindmicos e um meio indireto de regular os que intervém na geragdo da
atmosfera em estudo. E necessario ter especial cuidado em evitar reinalagdes
nas cdmaras de exposi¢do unicamente nasal, evitando que o fluxo de ar através
do sistema de exposi¢do seja incapaz de produzir uma circulacao dindmica da
atmosfera que contém o produto quimico em estudo. Existem metodologias a
que pode recorrer-se para demonstrar que ndo ocorrem reinalagdes nas condi-
¢des experimentais escolhidas (2)(11). A concentragdo de oxigénio ndo deve
ser inferior a 19 % e a concentragdo de didxido de carbono ndo deve exceder
1 %. Se houver razdes para crer que estas concentragdes ndo sdo respeitadas, €
necessario medi-las.
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Temperatura e humidade relativa nas cAmaras

Deve manter-se a temperatura nas camaras a 22 °C + 3 °C. Tanto no caso
das exposi¢des unicamente nasais como das exposi¢des do corpo inteiro, €
necessario monitorizar a humidade relativa na zona de respiragdo dos ani-
mais e regista-la pelo menos trés vezes (duragdo do ensaio até quatro horas)
ou de hora a hora (duragdes mais curtas). O ideal seria manter a humidade
relativa entre 30 % e 70 %, mas isso pode ndo ser possivel — por exemplo,
quando se estudam misturas aquosas — ou pode ndo ser mensuravel (devido
a interferéncias do produto quimico em estudo com o método de ensaio).

Concentracio nominal do produto quimico em estudo

Sempre que possivel, deve calcular-se e registar-se a concentragdo nominal
na camara de exposi¢do. Esta ¢ dada pela divisio da massa gerada do
produto quimico em estudo pelo volume de ar total que circulou pelo
sistema da camara. A concentragdo nominal ndo ¢ utilizada para caracterizar
a exposi¢do dos animais, mas a sua comparagdo com a concentragdo real da
uma indicagdo da eficicia de geragdo do sistema de ensaio, podendo ser
utilizada para detetar problemas a esse nivel.

Concentracio real do produto quimico em estudo

Entende-se por "concentragdo real do produto quimico em estudo", a con-
centragdo do produto quimico na zona de respiragdo dos animais da camara
de inalagdo. As concentragdes reais podem determinar-se por métodos es-
pecificos (por exemplo, amostragem direta ou métodos de adsorg¢do ou de
reagdo quimica e posterior caracterizagdo analitica) ou por métodos inespe-
cificos, tais como gravimetria apds filtragdo. O método gravimétrico s6 €
aceitavel para aerossois de pds com um unico componente ou de liquidos
pouco volateis e deve apoiar-se em caracterizagdes adequadas especificas do
produto quimico em causa efetuadas antes da realizagdo do estudo. A con-
centracdo de aerossdis de pos com varios componentes também pode
determinar-se por gravimetria. Todavia, sdo necessarios para isso dados
analiticos que demonstrem que a composi¢do do produto transportado no
aerossol ¢ semelhante a do produto inicial. Se ndo se dispuser desses dados,
pode ser necessario reanalisar periodicamente o produto quimico em estudo
(idealmente no aerossol) durante o ensaio. No caso dos agentes aerossoli-
zados que possam evaporar-se ou sublimar, ¢ necessario demonstrar que
todas as fases sdo recolhidas pelo método escolhido. As concentragdes
visadas, nominais e reais devem figurar no relatério do estudo, mas apenas
as concentragdes reais sdo utilizadas na analise estatistica para calculo dos
valores letais de concentragao.

Deve utilizar-se, se possivel, apenas um lote do produto quimico em estudo
e a amostra em estudo deve ser conservada em condi¢des que preservem a
sua pureza, homogeneidade e estabilidade. Antes de iniciar o estudo, deve
caracterizar-se o produto quimico em causa no que respeita a sua pureza e,
se tecnicamente viavel, a sua identidade e as quantidades dos contaminantes
e impurezas nele identificados. Para o efeito, pode recorrer-se, entre outros,
a tempos de retengdo e areas relativa de picos, pesos moleculares obtidos
por espetrometria de massa ou cromatografia em fase gasosa ou outras
estimativas. Embora a identidade da amostra a estudar nio seja da respon-
sabilidade do laboratorio, pode ser aconselhavel que este confirme, pelo
menos, alguns aspetos da caracterizag@o efetuada pelo cliente (cor, natureza
fisica, etc.).

Deve manter-se a atmosfera de exposi¢do tdo constante quanto possivel e
proceder-se a sua monitorizagdo continuamente e/ou intermitentemente, con-
soante 0 método de analise. Caso se proceda a uma colheita de amostras
intermitente, num estudo de quatro horas deve recolher-se uma amostra da
atmosfera da camara pelo menos duas vezes. Se, isso nao for viavel, por
limitagOes relacionadas com o caudal de ar ou devido a concentragdes
baixas, pode colher-se uma amostra ao longo de todo o periodo de exposi-
¢do. Se ocorrerem variagdes pronunciadas de uma amostra para outra, de-
vem colher-se quatro amostras por exposi¢ao nas concentragdes seguintes. A
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concentragdo na cdmara correspondente a uma determinada amostra nao
deve desviar-se da concentragdo média mais de 10 %, no caso de gases e
vapores, nem mais de 20 %, no caso de aerosséis de liquidos ou de sélidos.
Deve calcular-se e registar-se o tempo necessario para a cdmara atingir o
equilibrio (tgs). A duragdo da exposi¢do corresponde ao tempo de geracdo
do produto quimico em estudo, incluido o tempo necesséario para atingir tos.
O documento GD 39 (2) contém orientagdes para a estimativa do tos.

No caso de misturas muito complexas de gases ou vapores ¢ de aerossois
(por exemplo, atmosferas de combustdo e produtos quimicos gerados por
produtos ou dispositivos finais especificos), o comportamento de cada fase
na camara de inalagdo pode ser diferente. Por esse motivo, deve escolher-se
em cada fase (gas ou vapor e aerossol) pelo menos uma substancia indica-
dora (substancia analisada), normalmente a principal substancia ativa da
mistura. Se o produto quimico em estudo for uma mistura, deve
indicar-se no relatorio a concentragdo analitica correspondente a mistura e
ndo apenas a concentragdo correspondente a substincia ativa ou ao compo-
nente (substidncia analisada) em causa. O documento GD 39 (2) contém
mais informagdes sobre as concentragdes reais.

Distribuicdo granulométrica do produto quimico em estudo

Deve determinar-se a distribuicao granulométrica dos aerossois pelo menos
duas vezes durante cada exposi¢cdo de quatro horas, recorrendo a um im-
pactor de cascata ou a outro instrumento, tal como um granulometro aero-
dindmico. Se for possivel demonstrar a equivaléncia dos resultados obtidos
pelo impactor de cascata e pelo instrumento alternativo, pode utilizar-se este
ultimo em todo o estudo. Em paralelo ao instrumento primario, deve
utilizar-se um segundo dispositivo, tal como um filtro gravimétrico ou um
borbulhador de gas/impactor impinger, para confirmar a eficiéncia de cap-
tacdo do primeiro. As concentra¢cdes massicas obtidas por analise granulo-
métrica e por analise com filtros ndo devem diferir entre si mais do que
valores razoaveis [ver o GD 39 (2)]. Se for possivel demonstrar esta equi-
valéncia no inicio do estudo, ndo é necessario efetuar mais medi¢Ges de
confirmagdo. Por razdes de bem-estar animal, devem ser tomadas medidas
para minimizar dados inconclusivos que possam obrigar a repetigdo de
exposi¢des. E necessario efetuar uma analise granulométrica no caso dos
vapores que possam condensar-se para formar aerossois ou se forem dete-
tadas particulas numa atmosfera de vapores suscetivel de formar fases mistas
(ver o ponto 15).

PROCEDIMENTO

Sao descritos a seguir dois tipos de estudo: o protocolo tradicional e o
protocolo C X t. Ambos podem compreender um estudo preliminar, um
estudo principal e/ou um ensaio do limite (no protocolo tradicional) ou
um ensaio a uma concentragdo-limite (C x t). Se um dos sexos for reco-
nhecidamente mais sensivel, fica ao critério do diretor do estudo efetuar
estes estudos apenas a esse sexo. Se espécies que ndo o rato forem sujeitas
a exposicao unicamente nasal, pode ajustar-se a duracdo maxima da expo-
sicdo para minimizar a tensdo gerada na espécie em causa. Antes de iniciar
o estudo deve atender-se a todos os dados disponiveis, a fim de minimizar a
utilizagdo de animais. Por exemplo, os dados gerados em aplicacdo do
capitulo B.52 (4) deste anexo podem dispensar o estudo preliminar e servir
para verificar se um dos sexos ¢ mais sensivel que o outro [ver o GD
39 (2)].
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PROTOCOLO TRADICIONAL
Consideracdes gerais: protocolo tradicional

No estudo tradicional, expdem-se grupos de animais ao produto quimico em
estudo, durante um periodo fixo (geralmente quatro horas), numa camara de
exposi¢ao unicamente nasal ou de corpo inteiro. Os animais sdo expostos a
uma concentragao-limite (ensaio do limite) ou, num processo sequencial, a,
pelo menos, trés concentragdes (estudo principal). O estudo principal pode
ser antecedido de um estudo preliminar, a menos que ja se disponha de
determinadas informagdes sobre o produto quimico, tais como as provenien-
tes de um estudo B.52 ja realizado [ver o GD 39 (2)].

Estudo preliminar: protocolo tradicional

Recorre-se a um estudo preliminar para estimar a poténcia do produto
quimico, identificar diferencas de sensibilidade entre sexos e facilitar a
escolha dos niveis de concentragdo de exposi¢do para o estudo principal
ou o ensaio do limite. Ao selecionar os niveis de concentragdo para o estudo
preliminar, deve atender-se a todos os dados disponiveis, nomeadamente
dados relativos a produtos quimicos similares e dados (Q)SAR eventual-
mente disponiveis. A cada concentragdo, expdem-se, no maximo, trés ma-
chos e trés fémeas (podem ser necessarios trés animais por sexo para de-
terminar uma diferenca de sensibilidade entre sexos). O estudo preliminar
pode incidir apenas numa concentragdo, mas podem ser ensaiadas mais se
for necessario. Neste estudo ndo devem ensaiar-se tantos animais e concen-
tragdes como num estudo principal. Em vez do estudo preliminar, pode
recorrer-se a um estudo B.52 (4) efetuado anteriormente [ver o GD 39 (2)].

Ensaio do limite: protocolo tradicional

Efetua-se este ensaio caso se saiba ou preveja que o produto quimico em
estudo ¢ praticamente ndo toxico, isto €, so6 induzira toxicidade acima da
concentragao-limite prevista na regulamentacao aplicavel. No ensaio do li-
mite, expde-se a uma concentragdo-limite do produto quimico em estudo um
unico grupo de trés machos e trés fémeas. Podem obter-se informagdes
sobre a toxicidade do produto quimico em estudo a partir de ensaios ja
realizados com produtos quimicos semelhantes, tomando em considera¢do
a identidade e percentagem dos componentes de importancia toxicologica
reconhecida. Nos casos em que se disponha de pouca ou nenhuma infor-
magao sobre a toxicidade do produto quimico em estudo ou quando este for
previsivelmente toxico, deve efetuar-se o estudo principal.

A escolha das concentragdes-limite depende geralmente da regulamentagdo
aplicavel. Quando se trata do Regulamento (CE) n.° 1272/2008, as concen-
tragdes-limite aplicaveis sdo 20 000 ppm para gases, 20 mg/l para vapores e
5 mg/l para aerossois (ou a concentragdo maxima atingivel) (3). Pode ser
tecnicamente dificil gerar as concentragdes-limite no caso de determinados
produtos quimicos, em especial quando se trata de vapores ou de aerossois.
Ao ensaiar aerossois, o principal objetivo é conseguir obter particulas de
dimensdes respiraveis (MMAD compreendido entre 1 pm e 4 pm), o que,
com a maior parte dos produtos quimicos, se consegue a uma concentragdo
de 2 mg/l. SO deve tentar-se ensaiar aerossois a concentragdes superiores a
2 mg/l se for possivel gerar particulas de dimensdes respiraveis [ver o GD
39 (2)]. Por razdes de bem-estar animal, o Regulamento (CE) n.° 1272/2008
(3) desaconselha o ensaio de concentragdes superiores a concentragao-limite.
S6 importa ponderar o ensaio da concentracdo-limite se for elevada a pro-
babilidade de os resultados desse ensaio terem interesse direto para a pro-
tecdo da saude humana (3), o que deve justificar-se no relatorio do estudo.
No caso de produtos quimicos potencialmente explosivos, devem tomar-se
precaugdes para evitar condi¢des favoraveis a ocorréncia de explosdes. Para
evitar a utilizacdo desnecessaria de animais, deve efetuar-se um ensaio sem
animais antes do ensaio do limite, para verificar se é possivel atingir as
condigdes deste ensaio nas camaras.
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Se a concentragdo-limite gerar mortalidade ou animais moribundos, os re-
sultados do ensaio do limite podem servir de estudo preliminar para os
ensaios seguintes a outras concentragdes (ver o estudo principal). Se as
propriedades fisicas ou quimicas do produto quimico em estudo impossibi-
litarem que se atinja a concentragdo-limite, deve ensaiar-se a concentracdo
maxima que se consiga atingir. Se a letalidade verificada a concentragéo
maxima atingivel for inferior a 50 %, ndo sdo necessarios mais ensaios. Se
ndo for possivel atingir as concentra¢des-limite devem constar do relatorio
do estudo uma explicacdo disso e dados corroborantes. Se a concentracdo
maxima atingivel de um vapor ndo induzir toxicidade, pode ser necessario
gerar o produto quimico em estudo sob a forma de um aerossol de liquido.

Estudo principal: protocolo tradicional

Num estudo principal utilizam-se, normalmente, cinco machos e cinco fé-
meas (ou cinco animais do sexo sensivel, se for conhecido) por nivel de
concentragdo, sendo que o nimero minimo de niveis ¢ trés. O niimero de
niveis de concentrag@o utilizado deve permitir efetuar uma analise estatistica
solida. O intervalo de tempo entre a exposi¢do dos diversos grupos ¢ de-
terminado pelo aparecimento, pela duragdo e pela intensidade dos sinais de
toxicidade observados. Ndo se expdem animais ao nivel de concentragdo
seguinte enquanto ndo houver um grau razoavel de confianga na sobrevi-
véncia dos ultimos animais expostos. O diretor do estudo pode, entdo,
ajustar a concentragdo visada para o proximo grupo a expor. Dada a depen-
déncia de tecnologias sofisticadas, este procedimento nem sempre sera pos-
sivel nos estudos por inalagdo, pelo que a exposi¢do de animais ao nivel de
concentragdo seguinte deve basear-se na experiéncia adquirida e numa apre-
ciagdo cientifica. Ao ensaiar misturas, deve consultar-se o documento GD

39 (2).

PROTOCOLO "CONCENTRACAO EM FUNCAO DO TEMPO" (C x t)
Consideracdes gerais: Protocolo C x t

Na avalia¢do da toxicidade por inalagdo, um estudo sequencial C X t pode
constituir alternativa ao protocolo tradicional (12)(13)(14). Neste método, Os
animais sdo expostos durante diversos periodos a varias concentragdes do
produto quimico em estudo. Todos os ensaios s3o efetuados numa camara
de exposicdo unicamente nasal, pois as cdmaras de corpo inteiro ndo se
prestam a este protocolo. O procedimento sequencial descrito no apéndice
1 ilustra este protocolo. Uma analise de simulagdo mostrou que tanto o
protocolo tradicional como o protocolo C X t podem gerar valores fidveis
de CLsp, embora este ultimo seja geralmente melhor para obter valores
fiaveis de CLg; e CLjq (15).

Uma andlise de simulagdo demonstrou que ¢ geralmente adequado utilizar
dois animais por ponto (C,t) — um animal de cada sexo, se forem utilizados
ambos os sexos, ou dois animais do sexo mais sensivel — para ensaiar quatro
concentragdes e cinco duragdes de exposi¢do num estudo principal. Em
certas circunstincias, fica ao critério do diretor do estudo utilizar dois ratos
de cada sexo em cada ponto (C,t) (15). A utilizagdo de dois animais de cada
sexo em cada ponto (C,t) pode reduzir os erros sistematicos e a variabilidade
das estimativas, aumentar a taxa de éxito destas Ultimas e melhorar a co-
bertura do intervalo de confianga. Todavia, se a correlagdo dos dados ndo
for suficiente para possibilitar uma estimativa quando se utiliza um animal
de cada sexo ou dois animais do sexo mais sensivel, uma quinta concen-
tragdo de exposi¢do também podera bastar para o efeito. Para mais orienta-
¢des sobre o numero de animais e as concentragdes a utilizar num estudo C
x t, consultar o documento GD 39 (2).
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Estudo preliminar: Protocolo C x t

Recorre-se a um estudo preliminar para estimar a poténcia do produto
quimico e facilitar a escolha dos niveis de concentracdo de exposicdo
para o estudo principal. Para selecionar uma concentra¢@o inicial adequada
para o estudo principal e minimizar o nimero de animais utilizados, pode ter
de se efetuar um estudo preliminar com um maximo de trés animais de cada
sexo a cada concentragdo — mais elementos no apéndice III do documento
GD 39 (2). Pode ser necessario utilizar trés animais de cada sexo para
determinar a diferenca de sensibilidade entre sexos. Expdem-se estes ani-
mais durante um periodo Unico de, geralmente, 240 minutos. A viabilidade
de se gerarem as atmosferas de ensaio adequadas deve ser avaliada em
ensaios técnicos prévios realizados sem animais. Caso se disponha de dados
de mortalidade obtidos num estudo B.52 (4), geralmente ndo ¢ necessario
efetuar um estudo preliminar. Para selecionar a concentra¢do inicial visada
num estudo B.2, o diretor do estudo deve atender aos perfis de mortalidade
observados a todas as concentragdes ensaiadas nos estudos B.52 (4) reali-
zados com ambos os sexos de cujos resultados disponha [ver o GD 39 (2)].

Concentracdo inicial: protocolo C x t

A concentraggo inicial (sessdo de exposi¢do I no apéndice 1) ¢ uma concen-
tragdo-limite ou uma concentragdo escolhida pelo diretor do estudo com
base no estudo preliminar. Expdem-se grupos de um animal de cada sexo
a esta concentragdo durante diversos periodos (por exemplo, 15, 30, 60, 120
ou 240 minutos), num total de dez animais (sessdo de exposi¢do I no
apéndice 1).

A escolha das concentragdes-limite depende geralmente da regulamentacdo
aplicavel. Quando se trata do Regulamento (CE) n.° 1272/2008, as concen-
tragdes-limite aplicaveis sdo 20 000 ppm para gases, 20 mg/l para vapores e
5 mg/l para aerossois (ou a concentracdo maxima atingivel) (3). Pode ser
tecnicamente dificil gerar as concentragdes-limite no caso de determinados
produtos quimicos, em especial quando se trata de vapores ou de aerossois.
Ao ensaiar aerossois, o objetivo € conseguir obter particulas de dimensdes
respiraveis (MMAD compreendido entre 1 um e 4 um) na concentragio-
-limite de 2 mg/l, o que ¢é possivel no caso da maior parte dos produtos
quimicos. SO deve tentar-se ensaiar aerossois a concentragdes superiores a
2 mg/l se for possivel gerar particulas de dimensdes respirdveis [ver o GD
39 (2)]. Por razdes de bem-estar animal, o Regulamento (CE) n.° 1272/2008
(3) desaconselha o ensaio de concentragdes superiores a concentragao-limite.
S6 importa ponderar ensaios a concentragdes superiores a essa concentragao
se for elevada a probabilidade de os resultados desses ensaios terem inte-
resse direto para a prote¢@o da saide humana (3), o que deve justificar-se no
relatorio do estudo. No caso de produtos quimicos potencialmente explosi-
vos, devem tomar-se precaugdes para evitar condi¢des favoraveis a ocorrén-
cia de explosdes. Para evitar a utilizagdo desnecessaria de animais, deve
efetuar-se um ensaio sem animais antes de ensaiar a concentragdo inicial,
para verificar se é possivel atingir nas cAmaras as condigdes correspondentes
a essa concentragio.

Se a concentragdo inicial gerar mortalidade ou animais moribundos, os
resultados obtidos para esta concentragdo podem servir de ponto de partida
para os ensaios seguintes a outras concentragdes (ver o estudo principal). Se
as propriedades fisicas ou quimicas do produto quimico em estudo impos-
sibilitarem que se atinja a concentragdo-limite, deve ensaiar-se a concentra-
¢do maxima que se consiga atingir. Se a letalidade verificada a concentragio
maxima atingivel for inferior a 50 %, ndo sdo necessarios mais ensaios. Se
ndo for possivel atingir a concentragdo-limite, devem constar do relatério do
estudo uma explicag@o disso e dados corroborantes. Se a concentragdo ma-
xima atingivel de um vapor ndo induzir toxicidade, pode ser necessario
gerar o produto quimico em estudo sob a forma de um aerossol de liquido.
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Estudo principal: protocolo C x t

A concentragdo inicial (sessdo de exposicdo I no apéndice 1) ensaiada no
estudo principal ¢ uma concentragdo-limite ou uma concentragdo escolhida
pelo diretor do estudo com base no estudo preliminar. Se for observada
mortalidade durante ou apds a sessdo de exposi¢do I, deve tomar-se a
exposi¢ao minima (C x t) que gera mortalidade como orientagdo para de-
terminar a concentragdo e os periodos de exposi¢do para a sessdo de ex-
posicdo II. Cada sessdo de exposicao subsequente dependera da sessdo que a
precede (ver o apéndice 1).

No caso de muitos produtos quimicos, os resultados obtidos para a concen-
tragdo inicial, juntamente com os resultados obtidos em trés sessdes de
exposicao suplementares menos espacadas (sendo este espacamento dado
pelo fator que define a série geométrica de periodos de exposigdo, geral-
mente V2) sdo suficientes para estabelecer a relagdo entre C X t ¢ a morta-
lidade (15), mas pode ser vantajoso utilizar uma quinta concentragdo de
exposicdo — ver o apéndice 1 e o documento GD 39 (2). O apéndice 1
explica o tratamento matematico dos resultados do protocolo C X t.

EXAMES

Os animais devem ser examinados clinicamente com frequéncia durante o
periodo de exposigdo. Depois desta, deve efetuar-se um exame clinico pelo
menos duas vezes no dia da exposi¢do — ou mais vezes, quando a resposta
dos animais a exposi¢do o aconselhar — e pelo menos uma vez por dia em
seguida, durante 14 dias. Ndo ¢ fixada uma duragdo do periodo de obser-
vagdo, que deve depender da natureza e do momento do aparecimento de
sinais clinicos, assim como da duragdo do periodo de recuperacdo. O mo-
mento do aparecimento e do desaparecimento dos sinais de toxicidade é
importante, nomeadamente se houver uma certa demora na manifestacdo
desses sinais. Todas as observagdes devem ser sistematicamente registadas,
mantendo registos individuais para cada animal. Os animais moribundos ou
que apresentem sinais de dor intensa e/ou de grande sofrimento continuado
devem ser eutanasiados, por razdes de bem-estar animal. No exame clinico
de sinais de toxicidade, ndo devem confundir-se um mau aspeto inicial e
alteragOes respiratorias passageiras, imputaveis ao procedimento de exposi-
¢do, com sinais de toxicidade do produto quimico em estudo passiveis de
aconselhar a eutanasia prematura dos animais. Devem ser tidos em conta (7)
os principios e critérios resumidos no documento de orientagdes n.° 19 da
OCDE (GD 19). Se forem eutanasiados animais ou forem encontrados ani-
mais mortos, deve registar-se 0 momento da morte com a maior exatiddo
possivel.

Os exames a efetuar aos animais engaiolados devem incidir, nomeadamente,
nas alteracdes da pele e da pelagem, dos olhos e das mucosas, do aparelho
respiratorio, do sistema circulatorio, dos sistemas nervosos autonomo e cen-
tral, da atividade somatomotora e do comportamento. Se possivel, registar as
diferencas eventualmente observadas entre efeitos locais e sistémicos. Deve
estar-se atento a tremores, convulsdes, salivagdo, diarreia, letargia, sono e
coma. A medicdo da temperatura retal pode corroborar uma bradipneia
reflexa ou uma hipo/hipertermia relacionadas com a exposi¢do ou com o
confinamento.

Peso corporal

Regista-se o peso de cada animal uma vez durante o periodo de aclimatacéo,
no dia da exposi¢do, antes desta (dia 0), e, pelo menos, nos dias 1, 3 e 7 (e
posteriormente uma vez por semana), bem como no momento da morte ou
da eutanasia, se posterior ao dia 1. O peso corporal é reconhecidamente um
indicador critico de toxicidade, pelo que é necessario observar atentamente
os animais cujo peso decresca 20 % ou mais relativamente ao peso anterior
ao estudo e ndo volte a aumentar. No final do periodo apoés a exposicéo,
pesam-se e eutanasiam-se 0s animais sobreviventes.
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44.

45.

46.

47.

Patologia

Os animais utilizados nos ensaios (incluindo os que morrerem durante o
ensaio ou que forem eutanasiados e retirados do estudo por razdes de
bem-estar animal) devem ser sujeitos a uma autopsia macroscOpica. Se
ndo for possivel realizar a autopsia imediatamente depois de detetada a
morte do animal, este deve ser refrigerado (ndo congelado) a uma tempe-
ratura suficientemente baixa para minimizar a autolise. As autdpsias devem
ser efetuadas o mais rapidamente possivel, normalmente ndo mais de um ou
dois dias apos a morte. Regista-se todas as alteragdes patologicas macros-
copicas de cada animal, prestando especial atencéo as alteragdes do aparelho
respiratorio.

Podem ser efetuados outros exames previamente previstos para alargar o
valor interpretativo do estudo, tais como a pesagem dos pulmdes dos ratos
sobreviventes e/ou a pesquisa, por exame microscopico, de irritagdes do
aparelho respiratério. Também podem examinar-se os orgdos que eviden-
ciem macropatologias de animais que tenham sobrevivido 24 horas ou mais,
bem como Orgdos que se saiba serem afetados ou que se preveja serem-no.
O exame microscopico de todo o aparelho respiratorio pode fornecer ele-
mentos Uteis no caso dos produtos quimicos que reagem com a agua, tais
como os acidos e os produtos quimicos higroscopicos.

DADOS E RELATORIOS
Dados

Devem ser indicados o peso corporal e os resultados da autépsia de cada
animal. Devem ser resumidos os resultados dos exames clinicos num qua-
dro, indicando, para cada grupo estudado, o numero de animais utilizados, o
nimero de animais que apresentaram sinais especificos de toxicidade, o
nimero de animais que morreram durante o ensaio ou que foram eutanasia-
dos ¢ o momento da morte de cada animal, complementados por uma
descrigdo dos efeitos toxicos e da evolugdao e reversibilidade destes, bem
como pelos resultados das autdpsias.

Relatério dos ensaios

Elementos a constar, quando pertinente, do relatério dos ensaios:

Animais estudados e condi¢oes em que sdo mantidos

— descri¢do das condigdes de engaiolamento, nomeadamente: nimero (ou
alteracdo do nimero) de animais por gaiola, camas, temperatura e hu-
midade relativa ambientes, fotoperiodo e dieta,

— espécie e estirpe utilizadas e, caso nao sejam utilizados ratos, justificacido
da utilizagdo de outra espécie,

— numero, idade e sexo,

— método de aleatorizagdo,

— eclementos sobre a qualidade dos alimentos e da agua (incluindo o tipo
de dieta e a origem desta, bem como a origem da agua),

— descrigdo de eventuais condicionamentos anteriores ao ensaio, nomeada-
mente ao nivel da dieta, de quarentenas e do tratamento de doengas.
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— natureza fisica, grau de pureza e propriedades fisico-quimicas pertinentes
(incluindo a isomerizagao),

— dados de identificagdo e, se for conhecido, nimero de registo CAS
(Chemical Abstract Service).

Veiculo
— justificagdo da utilizagdo e da escolha do veiculo (se ndo for agua),

— dados historicos ou paralelos demonstrativos de que o veiculo ndo in-
terfere nos resultados do estudo.

Camaras de inalagdo
— descrigdo — incluindo dimensdes e volume — das cdmaras de inalagéo,

— origem e descrigdo do equipamento utilizado na exposigdo dos animais e
na geracdo da atmosfera,

— equipamento de medi¢do da temperatura, humidade, granulometria e
concentragéo real,

— fonte de ar, tratamento do ar fornecido/evacuado e sistema de climati-
zagdo utilizado,

— métodos utilizados para calibrar o equipamento a fim de garantir a
homogeneidade da ensaiada,

— subpressdo ou sobrepressdo,

— pontos de exposi¢ao por cdmara (de exposi¢do unicamente nasal); loca-
lizagdo dos animais no sistema (cdmara de exposi¢do de corpo inteiro),

— homogeneidade/estabilidade no tempo da atmosfera ensaiada,

— localizagdo nas cadmaras dos sensores térmicos e higrométricos e dos
pontos de colheita de amostras da atmosfera ensaiada,

— caudais de ar, caudal de ar em cada ponto de exposicdo (exposi¢do
unicamente nasal) ou relagdo entre o volume ocupado pelos animais e
o volume da cdmara (cdmaras de exposi¢do de corpo inteiro),

— informagdes sobre o equipamento eventualmente utilizado para medir o
oxigénio e o dioxido de carbono,

— tempo necessario para as camaras de inalagdo atingirem o equilibrio
(tos),

— ntmero horario de substituicdes de volume,

— medidores (se existirem).

Elementos relativos a exposi¢do

— fundamenta¢do da escolha da concentragdo visada no estudo principal,

— concentragdes nominais (dadas pela divisdo da massa do produto qui-
mico em estudo introduzido na cdmara de inalagdo pelo volume de ar
total que nela circulou),

— concentragdes reais do produto quimico em estudo obtidas na zona de
respiracdo dos animais; no caso das misturas que geram formas fisicas
heterogéneas (gases, vapores, aerossois), pode analisar-se separadamente
cada uma delas,
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— as concentragdes no ar devem ser indicadas em unidades de massa (mg/l,
mg/m®, etc.), podem igualmente indicar-se unidades de volume (ppm,
ppb, etc.) entre paréntesis,

— distribuicdo  granulométrica, didmetro aerodindmico mediano da
massa (MMAD) e desvio-padrdo geométrico (c,), incluindo os métodos
de calculo correspondentes; indicar também o resultado de cada analise
granulométrica efetuada.

Condi¢ées de realizacdo dos ensaios

— elementos sobre a preparacdo do produto quimico estudado, nomeada-
mente sobre eventuais métodos de redugdo da granulometria de sélidos
ou de preparagdo de solu¢des do produto quimico. Se o recurso a pro-
cessos mecanicos for passivel de ter alterado a composi¢do do produto
quimico em estudo, incluir os resultados das analises efetuadas para
verificar a composicao deste,

— descrigdo (de preferéncia complementada por um esquema) do equipa-
mento utilizado para gerar a atmosfera ensaiada e para expor os animais
a essa atmosfera,

— eclementos sobre o método de analise quimica utilizado e sobre a vali-
dacdo desse método (incluindo o rendimento da recuperacdo do produto
quimico em estudo do meio amostrado),

— fundamentagdo da escolha das concentragdes utilizadas nos ensaios.

Resultados

— quadro com a temperatura, a humidade e o caudal de ar nas cadmaras,

— quadro com as concentragdes nominais e reais nas camaras,

— quadro com os dados granulométricos, nomeadamente dados analiticos
sobre a colheita de amostras, a distribuicdo granulométrica e os calculos
de MMAD e c,,

— quadro com os dados de resposta e as concentragdes correspondentes a
cada animal (animais que apresentaram sinais de toxicidade, incluindo
mortalidade, com indicagdo da natureza, da intensidade, do momento do
aparecimento e da duragdo dos efeitos),

— pesos corporais de cada animal registados durante o estudo; data e
momento da morte, se anterior a eutandsia programada; aparecimento,
evolugdo e eventual reversibilidade de sinais de toxicidade em cada
animal,

— resultados da autdpsia e resultados histopatologicos correspondentes a
cada animal, se disponiveis,

— estimativas de letalidade (por exemplo, CLsy € DLg;), incluindo os
intervalos de confianca a 95 % e o declive (se 0 método de avaliagdo
0 previr),

— relag@o estatistica, incluindo uma estimativa do expoente "n" (protocolo
C x t). Indicar também o nome do sofiware estatistico utilizado.
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Discussdo e interpreta¢do dos resultados

— deve ser dada especial aten¢do a descricdo dos métodos utilizados para
satisfazer os critérios deste método de ensaio, nomeadamente no que
respeita a concentragdo-limite e a granulometria,

— examinar em que medida, com base nos resultados globais, as particulas
sdo respiraveis, em especial se os critérios granulométricos ndo forem
satisfeitos,

— explicar por que razdo terd sido necessario eutanasiar animais que apre-
sentavam sinais de dor ou de grande sofrimento continuado, com base
nos critérios do documento de orientagdes n.° 19 da OCDE, relativo aos
pardmetros eticamente mensuraveis (8),

— explicar por que razdo foram interrompidos ensaios segundo o
capitulo B.52 (4) deste anexo para realizar ensaios segundo o método
B.2, se assim tiver sucedido,

— a apreciagdo global do estudo deve incidir igualmente na coeréncia dos
métodos utilizados para determinar as concentragdes nominal e real e
deve dar conta da relagdo entre estas concentragdes,

— referir a causa provavel da morte ¢ o modo de agdo predominante
(sistémico ou local).
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DEFINICAO

Produto quimico em estudo: Qualquer substincia ou mistura a qual seja apli-
cado este método de ensaio.
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Apéndice 1

Protocolo C x t

Na avaliacdo da toxicidade por inalagdo, um estudo sequencial de concen-
tragdo em fung@o do tempo (C x t) pode constituir alternativa ao protocolo
tradicional utilizado (12)(13)(14). O protocolo C x t deve ser privilegiado
quando a regulamentacdo aplicavel ou critérios cientificos exigem o ensaio
em animais durante varios periodos, nomeadamente para efeitos de planea-
mento da resposta a situagdes de emergéncia e de ordenamento do territorio.
Este procedimento comeca, normalmente, pelo ensaio de uma concentragao-
-limite (sessdo de exposigdo I), expondo os animais ao produto quimico em
estudo durante cinco periodos diferentes (por exemplo, 15, 30, 60, 120 e 240
minutos), a fim de obter varias dura¢des de exposi¢do numa mesma sessao
(ver a figura 1). Quando se trata do Regulamento (CE) n.° 1272/2008, as
concentragdes-limite aplicdveis sdo 20 000 ppm para gases, 20 mg/l para
vapores € 5 mg/l para aerossois. Estes niveis s6 podem ser excedidos se
assim o exigirem a regulamentagdo aplicavel ou razdes cientificas (ver o
ponto 37 do texto principal do método B.2).

Nos casos em que se disponha de pouca ou nenhuma informagdo sobre a
toxicidade do produto quimico em estudo, deve efetuar-se um estudo preli-
minar no qual, geralmente durante 240 minutos, se expdem grupos de ndo
mais de trés animais de cada sexo as concentragdes visadas escolhidas pelo
diretor do estudo.

Se, na sessdo de exposicdo I, se ensaiar uma concentragdo-limite e a mor-
talidade observada for inferior a 50 %, ndo sdo necessarios mais ensaios. Se
a regulamentago aplicavel ou razdes cientificas exigirem que seja determi-
nada a relagdo entre a concentragdo, o tempo de exposicdo ¢ a resposta a esta
ultima a niveis superiores a concentragdo-limite indicada, a exposig¢do se-
guinte deve ser efetuada a uma concentragdo superior, por exemplo, dupla
daquela (2L na figura 1).

Se for observada toxicidade a concentragdo-limite, s30 necessarios ensaios
complementares (estudo principal). Essas exposi¢des adicionais sdo efetuadas
a concentragdes inferiores (sessdes de exposicao 11, III ou IV’ na figura 1) ou
a concentragdes superiores com tempos de exposicdo mais curtos (sessdo de
exposicdo IV na figura 1), adaptados e ndo tdo espagados.

Efetua-se o ensaio (concentragdes inicial e seguintes) com um animal de
cada sexo por ponto (C,t) ou com dois animais do sexo mais sensivel por
ponto (C,t). Em determinadas circunstancias, fica ao critério do diretor do
estudo utilizar dois ratos de cada sexo por ponto (C,t) — ou quatro animais do
sexo mais sensivel por ponto (C,t) (15). A utilizagdo de dois animais de cada
sexo por cada ponto (C,t) normalmente reduz os erros sistematicos ¢ a
variabilidade das estimativas, aumenta a taxa de éxito destas ultimas e me-
lhora a cobertura do intervalo de confianga, comparativamente ao protocolo
aqui descrito. Para mais informagdes, consultar o documento GD 39 (2).

O ideal ¢ efetuar cada sessdo de exposi¢do no seu dia. Este procedimento
permite adiar a exposi¢do seguinte até existir um grau razoavel de confianga
na sobrevivéncia dos animais e possibilita que o diretor do estudo adapte a
concentragdo visada e os tempos de exposicdo para a sessdo seguinte.
Recomenda-se comecar cada sessdo de exposigdo pelo grupo que serd ex-
posto durante mais tempo — no exemplo dado, pelo grupo de 240 minutos
de exposi¢do, seguindo-se o grupo de 120 minutos e assim por diante. Se,
por exemplo, apds 90 minutos, os animais do grupo de 240 minutos estive-
rem a morrer ou revelarem sinais de toxicidade intensos (por exemplo,
alteragOes extremas da respiracdo, nomeadamente dificuldades respiratorias),
ndo fard sentido expor um grupo durante 120 minutos, pois a mortalidade
dos animais seria provavelmente de 100 %. Nessas circunstancias, o diretor
do estudo devera selecionar tempos de exposicdo mais curtos para a concen-
tragdo em causa (por exemplo, 90, 65, 45, 33 e 25 minutos).
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7. Deve medir-se com frequéncia a concentragdo na camara, para determinar a
concentragdo média no tempo para cada duragdo de exposi¢do. Se possivel,
deve utilizar-se na analise estatistica 0 momento da morte de cada animal,
ndo a duracdo da exposigdo.

8. Uma vez efetuadas as quatro primeiras sessdes de exposi¢do, examinam-se
os resultados obtidos para verificar se definem suficientemente uma curva da
concentragdo em funcdo do tempo (ver a figura 1). Se isso ndo acontecer,
pode efetuar-se uma exposi¢do suplementar (5. concentragdo). A concen-
tragdo e os tempos de exposi¢do utilizados na 5.* exposi¢do devem ser
escolhidos de forma a obter os dados em falta.

9. Utilizam-se todas as sessdes de exposi¢ao (incluida a primeira) para calcular
a relagdo entre a concentragdo, o tempo de exposi¢do e a resposta a esta
ultima por analise estatistica (16). Se possivel, deve utilizar-se para cada
ponto (C,t) a concentracdo média no tempo e o tempo de exposi¢do até a
morte (se ocorrer durante a exposi¢ao).

Figura 1

Exemplo hipotético de uma relacio entre a concentracio, o tempo de
exposicio e a mortalidade causada no rato
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Simbolos s6 com contorno: animais sobreviventes; simbolos a cheio: animais
mortos;

Tridngulos: fémeas; circulos: machos;

Linha a cheio: valores de CLso (7,5 a 240 minutos) correspondentes a machos

(n=1)

Linha a tracejado: valores de CLsq (7,5 a 240 minutos) correspondentes a fémeas

(n =1

Linhas com tracejado e ponteado: linhas de valores hipotéticos de CLs, para
machos e fémeas com n = 2 (12).

Glossario

concentragao;

tempo de exposigdo.
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10. Exemplo do procedimento sequencial:

Sessao de exposicdo I — Ensaio a concentragio-limite (ver a figura 1)

— Um animal de cada sexo por ponto (C,t); 10 animais no total (*);
— Concentragdo visada (*) = concentragdo-limite;

— Exposicao de cinco grupos de animais a esta concentragéo visada durante
15, 30, 60, 120 e 240 minutos, respetivamente.

Sessido de exposicao II (°) — Estudo principal

— Um animal de cada sexo por ponto (C,t); 10 animais no total;

— Exposi¢do de cinco grupos de animais a uma concentragdo mais baixa (¢)
(1/2L), aumentando ligeiramente a duragao das exposi¢des (espagamento
de \2; ver a figura 1).

Sessdao de exposicao Il — Estudo principal

— Um animal de cada sexo por ponto (C,t); 10 animais no total;

— Exposi¢do de cinco grupos de animais a uma concentragdo mais baixa (4)
(1/4L), aumentando ligeiramente a duracdo das exposi¢des (espagamento
de \2; ver a figura 1).

Sessdo de exposicdo IV — Estudo principal

— Um animal de cada sexo por ponto (C,t); 10 animais no total;

— Exposi¢do de cinco grupos de animais a uma concentragdo mais baixa (%)
(1/8 L), aumentando ligeiramente a duragdo das exposi¢des (espagamento
de V2; ver a figura 1).

| ou

(*) Se nao se dispuser de informagdes sobre a sensibilidade de cada sexo, utilizam-se ratos
de ambos os sexos, isto ¢, um animal de cada sexo para cada concentragdo. Com base
nas informagdes disponiveis, ou caso durante esta sessdo de exposigdo se verifique que
um dos sexos ¢ mais sensivel, utilizam-se 10 animais desse sexo — dois animais por
ponto (C,t) — a cada concentra¢do no resto do ensaio.

Quando se trata do Regulamento (CE) n.° 1272/2008, as concentragdes-limite aplicaveis
sdo 20 000 ppm para gases, 20 mg/l para vapores e 5 mg/l para aerossois. Caso se
preveja toxicidade, ou se os resultados do estudo preliminar o aconselharem, devem
escolher-se concentragdes iniciais mais baixas. Se a regulamentagdo aplicavel o exigir
ou razdes cientificas o aconselharem, podem utilizar-se concentragdes maiores.
Idealmente, ndo se expdem animais ao nivel de concentragdo seguinte enquanto nao
houver um grau razoavel de confianga na sobrevivéncia dos Ultimos animais expostos.
O diretor do estudo pode, entdo, ajustar a concentragdo visada e os tempos de exposigdo
para a proxima sessdo de exposi¢ao.

A dose minima (C x t) que produz mortalidade no ensaio a concentragdo inicial (primeira
sessdo de exposicdo) utiliza-se como orientagdo para estabelecer a proxima combinagdo
de concentragdo e tempos de exposi¢do. Normalmente, reduz-se a concentragdo a metade
(1/2L) e Os animais sdo expostos durante periodos menos espagados, distribuidos em
série geométrica de fator 1,4 (\N2; ver a referéncia 11) & volta do tempo correspondente a
dose letal minima (t x C) observada na primeira exposi¢do. A figura 1 mostra que, na
sessdo de exposigdo I, se observou mortalidade pela primeira vez ao fim de 15 minutos,
pelo que os tempos de exposi¢do da sessdo I, centrados nos 30 minutos, foram 15, 21
30, 42 e 60 minutos. Depois das duas primeiras exposigdes, ¢ fortemente recomendado
que se representem graficamente os dados conforme se fez na figura 1, verificando se a
relagdo entre a concentragdo e o tempo define um angulo de 45 graus (n = 1) ou se a
relagdo entre a concentragdo, o tempo de exposi¢do e a resposta a esta Gltima tem um
declive menor (por exemplo, n = 2) ou maior (por exemplo, n = 0,8). Nestes ultimos
casos, ¢ fortemente recomendado que se adaptem em conformidade os tempos de ex-
posi¢do e concentragdes seguintes.

(b

~

(C

-~
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Sessdao de exposicido IV — Estudo principal
— Um animal de cada sexo por ponto (C,t); 10 animais no total;

— Exposi¢do de cinco grupos de animais a uma concentragdo mais ele-
vada (°) (2L), diminuindo ligeiramente a duracdo das exposigdes (espa-
camento de V2; ver a figura 1).

Tratamento matematico dos resultados do protocolo C x t

11. O procedimento C x t gerara 20 ou 25 pontos, consoante se utilizem quatro
ou cinco concentragdes durante cinco periodos de exposigdo. Com base
nesses pontos, pode calcular-se a relagdo C x t recorrendo a seguinte analise
estatistica (16):

Equacado 1:

Probit(P) = by + b;in C+ byin t

em que C ¢é a concentragdo e t ¢ o tempo de exposi¢do; ou

Equacgado 2:

Resposta = f(C"t)

em quen = by /b,.

Recorrendo a equacdo 1, pode calcular-se o valor de CLs, correspondente a
um determinado periodo (por exemplo, 4 h, 1 h, 30 minutos ou qualquer
outro periodo da gama de tempos de exposi¢do ensaiados) utilizando P = 5
(50 % de resposta). De notar que a regra de Haber s6 se aplica se n = 1.
Pode calcular-se a CL; utilizando P = 2,67.

(°) Em determinados casos, pode ser necessario aumentar a concentragao (2L) e associar-lhe
novos tempos de exposi¢do menos espagados, distribuidos em série geométrica de fator
1,4 (¥2) a volta do tempo correspondente & concentragio letal minima observada na
primeira exposi¢io. E preferivel que a duragio minima da exposigdo seja superior a
cinco minutos, ndo devendo a duragdo maxima exceder 8 horas.
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B3. TOXICIDADE AGUDA (DERMICA)

YM9
A descri¢do completa deste método de ensaio foi suprimida. O método de ensaio
internacional equivalente consta do quadro 2 da parte 0.
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B.4. TOXICIDADE AGUDA: IRRITACAO/CORROSAO DERMICA

INTRODUCAO

O presente método de ensaio ¢ equivalente a Test Guideline 404 (2015) da
OCDE. As diretrizes da OCDE para o ensaio de produtos quimicos sio
revistas periodicamente, de modo a assegurar que refletem os melhores
dados cientificos disponiveis. Na revisdo da Test Guideline 404 da OCDE,
foi prestada particular atencdo a possiveis melhorias no que respeita ao
bem-estar dos animais ¢ a avaliag@o de todas as informagdes existentes sobre
o produto quimico em estudo, a fim de evitar ensaios desnecessarios em
animais de laboratorio. A versdo atualizada da Test Guideline 404 da OCDE
(originalmente adotada em 1981 e revista em 1992, 2002 e 2015) inclui uma
referéncia ao documento de orientacdo sobre as abordagens integradas de
ensaio e avaliagdo para irritagdo/corrosdo dérmicas (1), propondo uma abor-
dagem modular aplicavel a irritagdo cutdnea e a corrosdo cutanea. A IATA
descreve varios moédulos que agrupam fontes de informagdo e ferramentas de
analise; além disso: i) fornece orientagdes sobre como integrar e utilizar os
ensaios existentes ¢ os dados ndo provenientes de ensaios para a avaliag@o
dos potenciais de irritagdo cutdnea e de corrosdo cutanea dos produtos qui-
micos e ii) propde uma abordagem quando hé necessidade de ensaios com-
plementares (1). Quando for apropriado, recomenda-se a aplicagdo sucessiva
(ndo simultanea) dos trés pensos de ensaio ao animal no ensaio in vivo
inicial.

As defini¢des de irritagdo e corrosdo dérmica sdo estabelecidas no apéndice
do presente método de ensaio.

CONSIDERACOES INICIAIS

Tendo em conta o interesse cientifico e o bem-estar dos animais, ndo devem
ser efetuados ensaios in vivo até se proceder a uma avaliagdo de todos os
dados disponiveis relevantes para a potencial corrosibilidade/irritabilidade
dérmica do produto quimico numa analise de ponderacdo da suficiéncia da
prova, conforme apresentado no Documento de Orientagdo sobre Aborda-
gens Integradas de Ensaio e Avaliacdo da Corrosdo e Irritagdo Dérmicas, ou
seja, as trés partes desta orientagdo e os modulos correspondentes (1). Su-
cintamente, na parte 1, os dados existentes sdo tratados em sete modulos que
abrangem dados humanos, dados in vivo, dados in vitro, dados sobre as
propriedades fisico-quimicas (por exemplo, pH, nomeadamente uma forte
acidez ou alcalinidade) e métodos sem ensaios. Na parte 2, ¢ efetuada a
analise de ponderagdo da suficiéncia da prova. Se esta analise de ponderagdo
da suficiéncia da prova ainda for inconclusiva, deve passar-se a parte 3, com
ensaios adicionais, comeg¢ando com métodos in vitro, sendo 0s ensaios in
vivo o ultimo recurso. Esta andlise deve, pois, reduzir a necessidade de
ensaios in vivo para a corrosdo/irritagdo dérmica dos produtos quimicos
em estudo para os quais ja existam dados suficientes provenientes de outros
estudos em relagdo a estes dois fatores.

PRINCIPIO DO ENSAIO IN VIVO

O produto quimico em estudo ¢é aplicado em dose tnica na pele de um
animal de experiéncia; as areas de pele nao tratadas do animal de experiéncia
sdo utilizadas como controlo. O grau de irritacdo/corrosdo é observado e
registado em intervalos determinados e detalhadamente descrito de modo a
permitir uma avaliacdo completa dos efeitos. A duracdo do estudo deve ser
suficiente para avaliar a reversibilidade ou irreversibilidade dos efeitos
observados.
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10.

11.

12.

Os animais que apresentem sinais de sofrimento e/ou dor intensos durante
qualquer das etapas do ensaio devem ser abatidos e o produto quimico em
estudo deve ser classificado de acordo com estas observagdes. Os critérios
para a decisdo de abater animais moribundos e animais em grave sofrimento
sd0 objeto de um documento de orientagdo especifico (2).

PREPARACAO DO ENSAIO IN VIVO
Selecdo de espécies animais

O coelho albino ¢ o animal de laboratério mais adequado, devendo ser
usados coelhos jovens adultos saudaveis. A utilizagdo de outras espécies
deve ser justificada.

Preparacdo dos animais

Aproximadamente 24 horas antes do ensaio, o pelo deve ser removido por
corte curto na area dorsal do tronco dos animais. Deve ter-se o cuidado de
ndo ferir a pele do animal e s6 devem ser usados animais com pele saudavel
e intacta.

Algumas estirpes de coelhos tém tufos densos de pelo, que sdo mais proe-
minentes em certas épocas do ano. Estas areas de crescimento denso de pelo
ndo devem ser utilizadas como local de ensaio.

Condicdes de alojamento e de alimentagao

Os animais devem ser alojados individualmente. A temperatura do biotério
para os coelhos deve ser de 20 °C (£3 °C). Embora a humidade relativa deva
ser de pelo menos 30 % e de preferéncia ndo exceder os 70 %, exceto
durante o periodo de limpezas, o valor pretendido deve ser de 50 %-60 %.
A iluminagdo deve ser artificial, com uma alternancia de 12 horas de luz e
12 horas de obscuridade. Na alimenta¢do, podem ser utilizadas dietas con-
vencionais de laboratorio e deve ser fornecida agua de beber sem restrigdes.

PROCEDIMENTO DE ENSAIO
Aplicacao do produto quimico em estudo

O produto quimico em estudo deve ser aplicado numa pequena area de pele
(aproximadamente 6 cm?) e coberta com um penso de gaze, colado com fita
adesiva nao irritante. Nos casos em que ndo ¢ possivel aplicagdo direta (por
exemplo, liquidos e algumas pastas), o produto quimico em estudo deve ser
aplicada num penso de gaze, que €, por sua vez, aplicado a pele. Durante o
periodo de exposigdo, o penso deve estar em contacto com a pele de uma
forma ligeiramente solta através de uma ligadura semioclusiva adequada. Se
o produto quimico em estudo for aplicado num penso, este deve ser mantido
sobre a pele de modo a assegurar um bom contacto e uma distribuicdo
uniforme da substincia na pele. Deve ser evitado o acesso do animal ao
penso e a ingestdo ou inalagdo do produto quimico em estudo.

Os produtos quimicos em estudo liquidos sdo geralmente utilizados sem
dilui¢do. Quando se ensaiam solidos (que podem ser pulverizados, caso tal
seja considerado necessario), o produto quimico em estudo deve ser hume-
decido com a menor quantidade de agua (ou, se necessario, com outro
excipiente adequado) suficiente para assegurar um bom contacto com a pele.
No caso de serem utilizados excipientes que ndo agua, a influéncia potencial
do excipiente na irritagdo da pele pela substancia de ensaio deve ser minima
ou nula.

No final do periodo de exposi¢do, que ¢ normalmente de quatro horas, o
produto quimico em estudo residual deve ser removido, caso tal seja prati-
cavel, utilizando agua ou um solvente apropriado, que ndo altere a resposta
ou a integridade da epiderme.
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13.

14.

15.

16.

17.

19.

Nivel de dosagem

Aplica-se ao local de ensaio uma dose de 0,5 ml de liquido ou de 0,5 g de
solido ou pasta.

Ensaio inicial (ensaio in vivo de irritacdo/corrosio dérmica utilizando
um animal)

No caso de um produto quimico em estudo ter sido considerado corrosivo,
irritante ou ndo classificado com base numa andlise de ponderagdo da sufi-
ciéncia da prova ou em ensaios in vitro anteriores, ndo sdo, em principio,
necessarios ensaios in vivo adicionais. No entanto, nos casos em que se
considere necessaria a obtencdo de dados adicionais, o ensaio in vivo ¢
realizado inicialmente utilizando a seguinte metodologia: aplicagdo sequen-
cial de, no maximo, trés pensos de ensaio ao animal. O primeiro penso é
removido apos trés minutos. Caso nao se observe qualquer reagdo grave na
pele, aplica-se um segundo penso num local diferente, que ¢ removido ao
fim de uma hora. Se nesta etapa as observagdes indicarem que se pode
aumentar o tempo de exposi¢do para quatro horas em condi¢des ndo agres-
sivas para o animal, aplica-se um terceiro penso, que ¢ removido apds quatro
horas, sendo a resposta devidamente graduada.

Caso seja observado um efeito corrosivo apoés qualquer das trés exposigdes
sequenciais, o ensaio ¢ imediatamente finalizado. Caso nao se observe qual-
quer efeito corrosivo apos a remogdo do ultimo penso, o animal é observado
durante 14 dias, exceto se se observar corrosdo antes do final desse periodo.

Nos casos em que o produto quimico em estudo ndo seja suscetivel de
provocar corrosido, mas possa ser irritante, deve ser aplicado um tnico penso
a um animal durante quatro horas.

Ensaio de confirmacio (ensaio in vivo de irritacio dérmica com animais
adicionais)

Se ndo for observado um efeito corrosivo no ensaio inicial, a resposta
irritante ou negativa deve ser confirmada utilizando até dois animais adicio-
nais, cada um com um penso e por um periodo de exposi¢ao de quatro horas.
Se for observado um efeito irritante no ensaio inicial, o ensaio de confirma-
¢do pode ser efetuado de uma forma sequencial ou através da exposi¢do
simultanea de dois animais adicionais. No caso excecional de ndo ser efe-
tuado um ensaio inicial, podem tratar-se dois ou trés animais com um penso
unico, que ¢ removido quatro horas apds a aplicagdo. No caso serem utili-
zados dois animais e ambos apresentarem a mesma resposta, ndo ¢ necessa-
rio efetuar mais ensaios. Caso contrario, o terceiro animal ¢ igualmente
sujeito a ensaio. Pode ser necessaria a utilizagdo de animais adicionais
para confirmar respostas equivocas.

Periodo de observacio

. O periodo de observagdo deve ser suficiente para uma avaliagdo completa da

reversibilidade dos efeitos observados. No entanto, a experiéncia deve ser
interrompida em qualquer altura caso o animal apresente sinais continuados
de dor ou sofrimento intensos. Para a determinac¢do da reversibilidade dos
efeitos, os animais devem ser observados durante 14 dias apds a remogao
dos pensos. No caso de se observar reversibilidade antes do final do periodo
de 14 dias, deve interromper-se a experiéncia.

Observagoes clinicas e graduagio das reagdes da pele

Todos os animais devem ser examinados para sinais de eritema e edema,
sendo as respostas avaliadas 60 minutos e 24, 48 ¢ 72 horas apds a remogao
do penso. No ensaio inicial com um animal, o local de ensaio ¢ igualmente
examinado imediatamente apds a remogdo do penso. As reagdes dérmicas
sdo graduadas e registadas de acordo com a graduagdo da tabela infia. Caso
ocorram danos na pele que ndo possam ser identificados como irritagdo ou
corrosdo apds 72 horas, pode ser necessario efetuar observagdes até ao dia
14 para determinar a reversibilidade dos efeitos. Além da observagdo de
irritacdo, todos os efeitos toxicos locais, tais como perda de gordura cutinea
e quaisquer efeitos sistémicos nocivos (por exemplo, efeitos em sintomas de
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20.

21.

22.

23.

24.

toxicidade e efeitos no peso corporal), devem ser descritos e registados
pormenorizadamente. Poderd ser efetuado um exame histopatologico para
clarificar respostas equivocas.

A graduagdo das respostas dérmicas ¢ necessariamente subjetiva. Para se
promover a harmonizagdo da graduagdo da resposta dérmica e auxiliar os
laboratoérios de ensaio e as pessoas envolvidas na obtencdo e interpretagdo
das observagdes, o pessoal que executa as observacdes deve receber forma-
¢do adequada sobre o sistema de graduagdo utilizado (ver tabela infia).
Podera ser util a consulta de um guia ilustrado para graduagdo da irritagdo
dérmica e de outras lesdes (3).

DADOS E RELATORIOS

Os resultados do estudo devem ser resumidos sob a forma de tabela no
relatorio final de ensaio e devem abranger todos os aspetos descritos no
ponto 24.

Avaliacido dos resultados

Os resultados de irritagdo dérmica devem ser avaliados conjuntamente com a
natureza e a gravidade das lesdes e a sua reversibilidade ou auséncia de
reversibilidade. As respostas individuais ndo representam um padréo absoluto
das propriedades irritantes de um material, ja que sdo também avaliados
outros efeitos do material de ensaio. Pelo contrario, os resultados individuais
devem ser encarados como valores de referéncia, que necessitam de ser
avaliados conjuntamente com todas as outras observacgdes efetuadas durante
o estudo.

Deve-se ter em conta a reversibilidade das lesdes dérmicas na avaliagdo da
resposta irritante. Nos casos em que ocorram respostas como alopecia (area
limitada), hiperqueratose, hiperplasia e descamac@o persistentes no final do
periodo de 14 dias de observagdo, o produto quimico em estudo deve ser
considerada irritante.

Relatorio de ensaio

O relatério do ensaio deve incluir as seguintes informagdes:

Fundamentagdo logica do ensaio in vivo

— analise de ponderagdo da suficiéncia da prova relativa aos dados de
ensaio preexistentes, incluindo os resultados da estratégia de ensaio
sequencial;

— descri¢do dos dados relevantes disponiveis de ensaios anteriores;

— dados obtidos em cada etapa da estratégia de ensaio;

— descri¢do dos ensaios in vitro efetuados, incluindo informagdes sobre o
protocolo, resultados obtidos com substancias de ensaio/referéncia;

— analise de ponderagdo da suficiéncia da prova para a realizagdo do estudo
in vivo.

Produto quimico em estudo

— substancia monocomponente: dados de identificacdo quimica, como as
denominagdes IUPAC ou CAS, nimero CAS, codigo SMILES ou InChl,
férmula estrutural, pureza, identidade quimica das impurezas, caso se
justifique e seja exequivel, etc.;
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— substincia multicomponentes, mistura e substincias de composi¢do des-
conhecida ou variavel, produtos de reagdo complexos ou materiais
biologicos (UVCB): caracterizagdo, tanto quanto possivel, por identidade
quimica (ver supra), ocorréncia quantitativa e principais propriedades
fisico-quimicas dos componentes;

— aspeto fisico, solubilidade em agua e ouras propriedades fisico-quimicas
pertinentes;

— proveniéncia, numero do lote, se disponiveis;

— tratamento do produto quimico em estudo/substancia de controlo antes do
ensaio, se for o caso;

— estabilidade do produto quimico em estudo, data-limite de utilizagdo ou
data de reanalise, se conhecidas;

— condi¢des de armazenagem.

Veiculo

— 1identificagdo, concentracdo (se pertinente), volume utilizado;

— justificag@o do excipiente escolhido.

Animais de ensaio

— espécie/estirpe utilizada, justificacdo da eventual utilizagdo de outros
animais que ndo coelhos albinos;

— numero de animais de cada sexo;

— peso de cada animal no inicio e no final do ensaio;

— idade no inicio do estudo;

— origem dos animais, condi¢des de alojamento, dieta, etc.

Condigées de realizagdo do ensaio

— pormenores relativos a preparagdo da zona de ensaio;

— pormenores relativos aos materiais e técnicas de apdsito utilizadas;

— descri¢do pormenorizada da preparagdo, aplicagdo e remogao do produto
quimico em estudo.

Resultados

— tabelas com a classificagdo das respostas de irritagdo/corrosdo para cada
animal em cada observagdo;

— descricdo de todas as lesdes observadas;

— descricdo pormenorizada da natureza e grau da irritagio ou corrosdo
observada e de quaisquer observacdes histopatologicas;

— descri¢do de quaisquer outros efeitos nocivos locais (por exemplo, perda
de gordura cutdnea) e efeitos sistémicos, além da irritagdo ou corrosdo
dérmica.
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Discussdo dos resultados
Conclusoes
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Quadro

Graduac¢ao de Reacdes dérmicas

Formacio de eritema e escara

AUuSENCia de EIIMA ..c.vrsceercrrerrerseremrersererreererereeseareesernensessensersessensessencare 0
Eritema muito ligeiro (fracamente discernivel) ........coeeceveccuruesencncncencnes 1
Eritema bem definido .......ccccerreeccirenenieirncrecrnnene e seseeae 2
Eritema moderado @ SIaVe ......cecceeerererrrererinierereieseneesenesesesseseseseseneenenes 3

Eritema grave (vermelhiddo cor de carne) e formacdo de escara que 4
impede a graduagdo do eritema .........cccccrcerrerieeeercriereneee e ereseee e

Méximo possivel: 4

Formacio de edema

NUMEro de edemas ...t sess 0
Edema muito ligeiro (fracamente discernivel) .....c..cocevceeecernrcnrececinicninnenne 1
Edema ligeiro (bordos da area bem definida por elevacdo delineada)..... 2
Edema moderado (com uma elevagdo de aproximadamente 1 mm ...... 3

Edema grave (com uma elevagdo superior a I mm e excedendo a drea 4
dE EXPOSICAD) cuevererirenirreniieree ettt st st st s e

Maximo possivel: 4

Podera ser efetuado um exame histopatologico para clarificar respostas equivocas.
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Apéndice

DEFINICOES

Produto quimico: uma substincia ou mistura.

Irritagdo dérmica: consiste na produgdo de danos reversiveis na pele apos a
aplicagdo do produto quimico em estudo, por um periodo nao superior a quatro
horas.

Corrosdo dérmica: consiste na produgdo de danos irreversiveis na pele, nomea-
damente necrose visivel através da epiderme e que atinge a derme, apds a
aplicagdo do produto quimico em estudo por um periodo ndo superior a quatro
horas. Sdo exemplos tipicos de reagdes corrosivas as ulceras, hemorragias e
escaras sanguinolentas e, perto do final do periodo de observagdo de 14 dias,
a descoloragao, devido a perda de pigmentacdo da pele, a formagao de zonas de
alopecia total e a ocorréncia de cicatrizes. As lesdes duvidosas poderdo ser
esclarecidas por métodos histopatologicos.

Produto quimico em estudo: qualquer substancia ou mistura a qual seja aplicado
o presente método de ensaio.
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B.5. IRRITACAO/CORROSAO OCULAR AGUDAS

A descrigdo completa deste método de ensaio foi suprimida. O método de ensaio
internacional equivalente consta do quadro 2 da parte 0.
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B.6. SENSIBILIZACAO CUTANEA

A descrigdo completa deste método de ensaio foi suprimida. O método de ensaio
internacional equivalente consta do quadro 2 da parte 0.
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B.7.

ESTUDO DA TOXICIDADE ORAL POR DOSE REPETIDA
DURANTE 28 DIAS EM ROEDORES

INTRODUCAO

Este método ¢ equivalente ao Test Guideline 407 (2008) da OCDE. O Test
Guideline 407 inicial foi adotado em 1981. Em 1995, adotou-se uma versao
revista, para obter mais dados sobre os animais estudados, nomeadamente ao
nivel da neurotoxicidade e da imunotoxicidade.

Em 1998, a OCDE deu inicio a uma agdo prioritria com vista a revisdo dos
Test Guidelines existentes ¢ a elaboragdo de novos Test Guidelines para
despistagem e ensaio de potenciais desreguladores do sistema endocrino
(8). Um dos elementos dessa acdo foi a atualizagdo do Test Guideline da
OCDE relativo ao estudo da toxicidade oral por dose repetida durante 28
dias em roedores (TG 407), nele introduzindo pardmetros adequados a de-
tecdo da atividade endocrina de produtos quimicos. O protocolo adotado foi
entdo sujeito a um vasto programa internacional destinado a examinar a
pertinéncia e viabilidade desses pardmetros adicionais, o desempenho dos
mesmos relativamente a produtos quimicos com atividade (anti)estrogénica,
(anti)androgénica e (anti)tiroideia, a repetibilidade intralaboratorial e a re-
produtibilidade interlaboratorial e as interferéncias dos novos pardmetros
com os anteriormente previstos no TG 407. A OCDE elaborou em seguida
um relatério muito completo (9) com a compilagdo e avaliagdo pormenori-
zada dos miultiplos dados obtidos nesse exercicio. A presente atualizagdo do
método B.7 equivale ao TG 407 e ¢é fruto da experiéncia e dos resultados
obtidos durante o referido programa internacional. O método permite con-
textualizar determinados efeitos de media¢ao enddcrina com outros efeitos
toxicologicos.

CONSIDERACOES INICIAIS E LIMITACOES

Na apreciagdo e avaliagdo das caracteristicas de toxicidade de produtos
quimicos, pode determinar-se a toxicidade oral por dose repetida depois
de obter informagdes sobre a toxicidade aguda a partir de ensaios realizados
para o efeito. Este método destina-se ao estudo de efeitos toxicos numa
grande diversidade de alvos potenciais de toxicidade. Fornece informagdes
sobre os perigos para a saide que podem advir da exposi¢do repetida num
periodo relativamente curto, nomeadamente ao nivel de efeitos nos sistemas
nervoso, imunitario e enddcrino. Nestes dominios especificos, pretende-se
identificar os produtos quimicos potencialmente neurotoxicos, passiveis de
justificar o aprofundamento do estudo desta vertente, bem como os que
interferem com a fisiologia da tiroide, podendo o método fornecer igual-
mente dados sobre os produtos quimicos que afetam os Orgdos reprodutores
de animais adultos jovens de ambos os sexos e dar indicagdes sobre efeitos
imunologicos.

Os resultados obtidos por este método podem ser utilizados na identificagdo
de perigos e na avaliagdo de riscos. Os resultados correspondentes aos
parametros relacionados com o sistema endocrino devem interpretar-se
com base no documento "Conceptual Framework for Testing and Asses-
sment of Endocrine Disrupting Chemicals" (11), elaborado pela OCDE, que
estabelece um quadro conceptual para o ensaio e a avaliagdo de produtos
quimicos desreguladores do sistema enddcrino. O método compreende um
estudo basico de toxicidade por dose repetida, que pode utilizar-se para
produtos quimicos que ndo justifiquem um estudo a 90 dias (por exemplo,
se o volume de producdo ndo exceder determinados limites) ou como etapa
prévia para um estudo a longo prazo. O tempo de exposi¢do previsto ¢ de
28 dias.
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O programa internacional de validagdo de pardmetros adequados para a
detecdo da atividade enddcrina potencial de produtos quimicos mostrou
que a qualidade dos dados obtidos pelo método B.7 depende muito da
experiéncia do laboratorio que realiza os ensaios. Este problema coloca-se
especificamente em relagdo a determinacdo histopatologica de alteragdes
ciclicas dos orgdos reprodutores femininos e a pesagem dos pequenos Or-
gdos hormonodependentes, dificeis de dissecar. Foi elaborado um docu-
mento de orientagdes no dominio da histopatologia (19), que esta disponivel
no sitio Web publico da OCDE relativo aos Test Guidelines e visa ajudar os
patologistas nos exames que realizam e contribuir para melhorar a sensibi-
lidade do ensaio. Foram incorporados neste método diversos pardmetros que
se verificou constituirem indicadores de efeitos toxicos ao nivel enddcrino.
Enumeram-se no apéndice 2, como parametros facultativos, aqueles cuja
utilidade ndo esta provada, por insuficiéncia de dados, ou cujo contributo
para a detecdo de desreguladores do sistema enddcrino o programa de
validagdo ndo demonstrou suficientemente.

Com base nos dados gerados no processo de validagdo, importa sublinhar
que a sensibilidade deste ensaio ndo ¢ suficiente para identificar todas as
substancias (anti)androgénicas ou (anti)estrogénicas (9). O método ndo ¢é
aplicado a um estadio da vida especialmente sensivel a desregulacdo endo-
crina. Todavia, durante o processo de validagdo, identificaram-se por este
método substincias que afetam ligeira ou fortemente a funcdo tiroideia e
substancias com atividade enddcrina moderada a forte através dos recetores
estrogénicos ou androgénicos, embora raramente tenha sido possivel identi-
ficar substancias com fraca atividade a esse nivel. Ndo pode, portanto,
considerar-se um ensaio de despistagem de atividade enddcrina.

O facto de ndo se evidenciarem efeitos de natureza (anti)androgénica ou
(anti)estrogénica ndo pode, portanto, entender-se como uma prova da ine-
xisténcia de efeitos no sistema endocrino. No que respeita a efeitos media-
dos pelo sistema enddcrino, a caracterizagdo das substancias ndo deve, pois,
basear-se unicamente nos resultados obtidos por aplicagdo deste método de
ensaio. Para caracterizar uma potencial atividade enddcrina, estes resultados
devem ser examinados juntamente com todos os dados disponiveis para o
produto quimico em causa, numa perspetiva de suficiéncia de prova. Por
conseguinte, as decisdes normativas sobre atividade endocrina (ao nivel da
caracterizagdo de substancias) devem fundamentar-se numa base mais alar-
gada, ndo se apoiando unicamente nos resultados obtidos pelo presente
método.

Pressupde-se que todos os procedimentos com animais respeitardo as nor-
mas locais de manipulacdo de animais. As descrigdes, neste protocolo, dos
cuidados a ter com os animais e do tratamento a dar aos animais sdo normas
minimas, prevalecendo, se for mais estrita, a regulamentagdo local. Para
mais orientagdes sobre o tratamento ético de animais, ver o documento da
OCDE com a referéncia 14.

Definem-se no apéndice 1 alguns conceitos utilizados.

PRINCIPIO DO METODO

Administra-se diariamente por via oral o produto quimico em estudo a
varios grupos de animais, em doses crescentes de grupo para grupo, durante
um periodo de 28 dias. No decurso deste periodo, verifica-se atentamente
todos os dias se os animais evidenciam sinais de toxicidade. Autopsia-se os
animais que morrem ou sdo eutanasiados durante os ensaios. No final dos
ensaios, eutanasiam-se e autopsia-se os animais sobreviventes. Este estudo
durante 28 dias fornece informagdes sobre os efeitos da exposi¢do repetida
por via oral e pode revelar a necessidade de estudos complementares mais
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longos. Pode igualmente fornecer informagdes que facilitem a escolha das
concentragdes a utilizar nesses estudos durante periodos mais longos. Os
dados gerados pela aplicagdo deste método devem possibilitar a caracteriza-
¢éo da toxicidade do produto quimico estudado, fornecer indicagdes sobre a
resposta as doses administradas e permitir determinar o NOAEL (nivel sem
observacgdo de efeitos adversos).

DESCRICAO DO METODO
Escolha da espécie animal

Embora possa recorrer-se a outros roedores, a espécie preferida ¢ o rato. Se
os parametros especificados neste método forem estudados noutra espécie de
roedor, € necessario justifica-lo pormenorizadamente. Embora, em termos
biolégicos, seja plausivel que outras espécies respondam aos produtos toxi-
cos de modo semelhante ao rato, o recurso a espécies mais pequenas pode
aumentar a variabilidade, devido as dificuldades técnicas que a dissecacdo
dos orgdos mais pequenos coloca. O rato foi a Unica espécie utilizada no
programa internacional de validagdo da dete¢do de desreguladores do sis-
tema endodcrino. Devem ser utilizados animais adultos, jovens e saudaveis de
estirpes laboratoriais correntes. As fémeas utilizadas devem ser nuliparas e
ndo podem estar gravidas. A administragdo do produto quimico em estudo
deve ter inicio logo que possivel apds o desmame, mas sempre antes de os
animais completarem nove semanas. No inicio do estudo, as diferengas de
peso entre os animais utilizados devem ser minimas, ndo se desviando mais
de 20 % do peso médio de cada sexo. Se o estudo de toxicidade oral por
dose repetida constituir uma etapa preliminar de um estudo a longo prazo,
devem ser utilizados animais da mesma estirpe e proveniéncia em ambos 0s
€casos.

Condicdes de alojamento e de alimentagio

Todos os procedimentos devem respeitar as normas locais de manipulacdo
de animais de laboratorio. A temperatura do biotério deve ser de 22 °C (+
3 °C). A humidade relativa ndo deve ser inferior a 30 % e, de preferéncia,
ndo deve exceder 70 %, exceto durante a limpeza do biotério. Idealmente,
deve procurar manter-se entre 50 % e 60 %. A iluminacdo deve ser artifi-
cial, com uma sequéncia de 12 horas de luz seguidas de 12 horas de
escuriddo. Na alimentagdo, podem utilizar-se dietas convencionais de labo-
ratério e deve ser fornecida agua de beber sem restricdes. Se o produto
quimico em estudo for administrado com os alimentos, a escolha da dieta
pode ser condicionada pela necessidade de assegurar uma mistura adequada.
Os animais devem ser alojados em pequenos grupos do mesmo sexo, em-
bora possam ser alojados individualmente se houver razdes cientificas que o
justifiquem. Em caso de alojamento coletivo, cada gaiola ndo deve alojar
mais de cinco animais.

Deve efetuar-se com regularidade uma pesquisa de contaminantes nos ali-
mentos fornecidos e conservar-se uma amostra da dieta até o relatorio estar
concluido.

Preparacio dos animais

Distribuem-se aleatoriamente animais adultos, jovens e saudaveis pelos gru-
pos de controlo e pelos grupos expostos. As gaiolas devem ser dispostas de
forma a minimizar possiveis efeitos derivados do seu posicionamento. Os
animais devem ser identificados individualmente e permanecer nas gaiolas
durante, pelo menos, cinco dias antes do inicio do ensaio, para aclimatagao
as condigoes laboratoriais.

Preparacio das doses

Administra-se o produto quimico em estudo por meio de uma sonda esofa-
gica ou através da dieta ou da agua de beber. O método de administracdo
oral depende do objetivo do estudo, bem como das propriedades fisico-
-quimicas e toxicocinéticas do produto quimico em causa.
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Se necessario, pode suspender-se ou dissolver-se o produto quimico em
estudo num veiculo apropriado. Recomenda-se que, sempre que possivel,
a primeira op¢do seja uma solugdo ou suspensdo aquosa; caso tal ndo seja
viavel, pode optar-se por uma solugdo ou suspensdo num 6leo (por exemplo,
em oOleo de milho); em ultimo caso, podera recorrer-se a uma solu¢do noutro
veiculo. Se o veiculo utilizado ndo for agua, ¢ necessario conhecer as suas
caracteristicas de toxicidade. Deve determinar-se a estabilidade do produto
quimico em estudo no veiculo utilizado.

PROCEDIMENTO
Numero e sexo dos animais

Para cada dose, devem ser utilizados, pelo menos, 10 animais (cinco machos
e cinco fémeas). Se estiver prevista a realizacdo de eutanasias intercalares,
os efetivos devem ser aumentados no niimero de animais a eutanasiar antes
da conclusdo do estudo. Deve ponderar-se a constituigdo de um grupo
satélite de dez animais (cinco de cada sexo) paralelamente ao grupo de
controlo e ao grupo exposto a dose mais elevada, a fim de observar a
reversibilidade, a persisténcia e o aparecimento diferido de efeitos toxicos
durante, pelo menos, 14 dias apds o termo da exposicao.

Dosagem

Em geral, devem ser utilizados pelo menos trés grupos de ensaio ¢ um
grupo de controlo. Porém, se, apds a avaliagdo de outros dados, ndo for
de prever nenhum efeito com a dose de 1 000 mg/kg de peso corporal/dia,
pode efetuar-se um ensaio do limite. Se ndo se dispuser de dados adequados
para o efeito, pode efetuar-se um estudo exploratdrio, com animais da
mesma estirpe e proveniéncia, para facilitar a determinacdo das doses a
utilizar. Salvo no que respeita a exposi¢do ao produto quimico em estudo,
os animais do grupo de controlo devem ser tratados do mesmo modo que os
animais dos grupos ensaiados. Se for utilizado um veiculo para administrar
o produto quimico em estudo, o grupo de controlo deve receber o volume
maximo de veiculo utilizado.

Na escolha das doses devem ser tidos em conta os dados eventualmente
disponiveis sobre a toxicidade e a toxicocinética do produto quimico em
estudo ou de produtos afins. Deve escolher-se como dose mais elevada uma
dose que induza efeitos toxicos, mas ndo cause mortalidade nem sofrimento
intenso. Selecciona-se a seguir uma sequéncia decrescente de doses que
permita correlacionar as respostas observadas com as doses administradas
e cuja dose mais baixa ndo produza nenhum efeito adverso
observavel (NOAEL). O intervalo 6timo entre doses consecutivas ¢ frequen-
temente definido por um fator de 2 a 4. A inclus@o de um quarto grupo de
ensaio ¢ muitas vezes preferivel ao uso de intervalos muito grandes (fatores
superiores a 10) entre as dosagens.

Caso se observem sinais de toxicidade generalizada (por exemplo, reducéo
do peso corporal, efeitos ao nivel hepatico, cardiaco, pulmonar ou renal,
etc.) ou outras alteragdes que possam ndo ser reagdes toxicas (por exemplo,
diminui¢cdo da quantidade de alimentos ingerida, dilatacdo hepatica, etc.),
devera interpretar-se com cautela qualquer efeito observado ao nivel dos
pardmetros imunoldgicos, neuroldgicos ou enddcrinos.

Ensaio do limite

Se o ensaio, realizado de acordo com o presente método, de uma dose ndo
inferior a 1 000 mg/kg de peso corporal/dia ou, no caso da administragdo
através da dieta ou da agua de beber, de uma percentagem equivalente
administrada através desses veiculos (com base nos pesos corporais deter-
minados) ndo produzir efeitos toxicos observaveis e, tendo em conta dados
referentes a substincias estruturalmente afins, ndo forem de prever efeitos
toxicos, pode considerar-se que ndo é necessario efetuar um estudo com-
pleto com trés doses. Nesses casos, justifica-se a realizagdo de um ensaio do
limite, exceto se os dados relativos a exposi¢do humana aconselharem o
ensaio de doses superiores.



02008R0440 — PT — 14.10.2024 — 010.001 — 216

22.

23.

24.

25.

26.

27.

Administracdo das doses

Administra-se diariamente a dose prevista do produto quimico em estudo
aos animais durante 28 dias. A administracdo forcada por meio de uma
sonda esofagica deve efetuar-se numa dose Unica, utilizando um tubo esto-
macal ou uma cénula de intubagdo adequada. O volume maximo de liquido
que pode ser administrado de cada vez depende do tamanho do animal, ndo
devendo exceder 1ml/100 g de peso corporal; excetuam-se as solucdes
aquosas, que podem ser administradas na propor¢do de 2 ml/100 g de
peso corporal. Para minimizar as diferengas entre os volumes administrados,
devem ser efetuados ajustes nas concentragdes, de forma que o volume seja
0 mesmo para todas as doses; excetuam-se os ensaios de produtos quimicos
irritantes ou corrosivos, cujos efeitos sdo normalmente exacerbados a con-
centragdes mais elevadas.

E importante assegurar que as quantidades do produto quimico em estudo
administradas através da dieta ou da agua de beber ndo interferem na nu-
tricdo normal nem no equilibrio hidrico. Se o produto quimico em estudo
for incorporado na dieta, pode optar-se por concentragdes constantes nesta
(ppm) ou por doses constantes em relagdo ao peso corporal de cada animal,
devendo indicar-se a opgdo tomada. No caso dos produtos quimicos admi-
nistrados por sonda esofagica, a dose deve ser administrada todos os dias a
mesma hora, devendo ser ajustada sempre que necessario para manter uma
relacdo constante entre a dose administrada e o peso corporal do animal. Se
o ensaio de toxicidade oral por dose repetida constituir uma etapa preliminar
de um estudo a longo prazo, a dieta deve ser a mesma em ambos 0s casos.

Exames

O periodo de observagdo ¢ de 28 dias. Os animais incluidos nos grupos
satélites destinados a continuarem a ser observados devem ser mantidos
durante, pelo menos, mais 14 dias sem administragdo do produto quimico
em estudo, para detecdo do aparecimento diferido, da persisténcia ou da
reversibilidade de efeitos toxicos.

Pelo menos uma vez por dia, deve efetuar-se um exame clinico geral, de
preferéncia sempre a(s) mesma(s) hora(s) e tendo em conta o periodo pre-
visto de efeitos mais acentuados apds a administragdo do produto quimico
em estudo, registando o estado de saude dos animais. Pelo menos duas
vezes por dia, verificam-se os casos de morbidez ou mortalidade no con-
junto dos animais.

Deve efetuar-se um exame clinico aprofundado a cada animal antes da
primeira exposi¢do (para poder fazer depois comparagdes com o estado
inicial do animal) e, posteriormente, pelo menos uma vez por semana. Estes
exames devem ser realizados fora das gaiolas, num recinto normalizado, de
preferéncia sempre a mesma hora. Os resultados destes exames devem ser
cuidadosamente registados, de preferéncia por recurso a um sistema de
pontuagdo claramente definido pelo laboratorio em causa. Deve zelar-se
por que as condi¢des de ensaio sejam o mais constantes possivel e os
exames devem ser efetuados, de preferéncia, por pessoal que ndo esteja a
par do ensaio realizado. Entre os sinais a registar contam-se alteragdes da
pele, da pelagem, dos olhos ¢ das mucosas e a ocorréncia de secregdes,
excrecdes ou reagdes neurovegetativas (por exemplo, lacrimaggo, horripila-
¢do, alteragdes da dimensdo pupilar ou respiracdo anormal). Deve também
registar-se qualquer alteracdo da maneira de o animal se mover, da postura e
da reagdo a manipulagdo, bem como a ocorréncia de movimentos cloénicos
ou tonicos e de comportamentos estereotipados (por exemplo, atos de hi-
giene repetitivos ou movimentagdo repetitiva em circulo) ou estranhos (au-
tomutilagdo, movimentagdo para tras, etc.) (2).

Na quarta semana de exposi¢do deve determinar-se a reacdo sensorial a
diversos tipos de estimulos (2) (nomeadamente auditivos, visuais e proprio-
cetivos) (3)(4)(5) e avaliar-se a forca de preensdo (6) e a atividade motora
(7). As referéncias indicadas contém mais informagdes sobre a maneira de
proceder em cada caso, embora possam adotar-se procedimentos distintos
dos nelas descritos.
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Q]

Se o estudo constituir uma etapa preliminar de um estudo ulterior de toxi-
cidade subcrénica (a 90 dias), podem ser omitidos os exames funcionais
previstos para a quarta semana. Nesse caso, os exames funcionais devem
realizar-se durante o estudo subsequente. Ndo obstante, os dados de exames
funcionais realizados durante o estudo por dose repetida podem facilitar a
escolha das doses a utilizar no estudo ulterior de toxicidade subcronica.

Como segunda excegdo, também podem omitir-se os exames funcionais no
caso dos grupos de animais que apresentem sinais de toxicidade cuja in-
tensidade interferiria de modo significativo com esses exames.

Na autopsia, pode determinar-se (facultativamente) a fase do ciclo estral de
cada fémea por meio de um esfregago vaginal. Este exame fornece infor-
magoes sobre a fase do ciclo estral no momento da eutanasia do animal e
facilita a avaliacdo histologica dos tecidos sensiveis aos estrogénios — ver as
orientagdes sobre histopatologia (19).

Peso corporal e consumo de alimentos e de agua

Todos os animais devem ser pesados pelo menos uma vez por semana. O
consumo de alimentos deve ser medido pelo menos uma vez por semana. Se
o produto quimico em estudo for administrado através da agua de beber, o
consumo de agua também deve medir-se pelo menos uma vez por semana.

Hematologia

No final do periodo de ensaio, devem determinar-se os seguintes parimetros
hematologicos: hematocrito, concentracdo de hemoglobina, contagem de
eritrocitos, reticuldcitos, contagem total de leucocitos e formula leucocitaria,
contagem de plaquetas e tempo e potencial de coagulagdo. Caso o produto
quimico em estudo ou os seus metabolitos potenciais tenham, ou se suspeite
que tenham, propriedades oxidantes, devem ser efetuadas outras analises,
nomeadamente a determinagdo da concentragdo de meta-hemoglobina e de
corpos de Heinz.

As colheitas de sangue devem ser efetuadas num ponto determinado a
indicar, imediatamente antes da eutanasia dos animais ou integradas nesta,
e as amostras devem ser armazenadas em condi¢des adequadas. Os animais
devem jejuar na noite anterior a eutanasia (!).

Bioquimica clinica

Recorrendo a amostras de sangue de cada animal, colhidas imediatamente
antes da eutanasia ou durante esta (com exce¢do dos animais moribundos
e/ou eutanasiados antes do termo do estudo), devem ser efetuadas determi-
nagdes bioquimicas clinicas destinadas a investigar os principais efeitos
toxicos nos tecidos, nomeadamente aos niveis renal e hepatico. Os parame-
tros a determinar no plasma ou no soro sdo os seguintes: sodio, potassio,
glucose, colesterol total, ureia, creatinina, proteinas totais e albumina, pelo
menos duas enzimas indicadoras de efeitos hepatocelulares (tais como
a alanina-aminotransferase, a aspartato-aminotransferase, a fosfatase alcalina,
a gama-glutamil-transpeptidase ¢ a glutamato-desidrogenase) e os acidos
biliares. Em determinados casos, a determina¢do de outras enzimas (de
origem hepatica ou outra origem) e da bilirrubina pode fornecer informagdes
uteis.

A titulo facultativo, podem realizar-se na 0ltima semana do estudo as se-
guintes determinagdes na urina, utilizando amostras recolhida em momentos
determinados: aspeto, volume, osmolalidade ou densidade, pH, proteinas,
glucose e sangue/hematocitos.

No caso de algumas determinagdes no soro e no plasma, nomeadamente da glucose, ¢

aconselhavel que os animais jejuem durante a noite. O principal motivo desta recomen-
dag@o reside no facto de que a maior variabilidade dos resultados que inevitavelmente
ocorreria se 0s animais ndo jejuassem poderia ocultar efeitos subtis e dificultar as inter-
pretagdes. No entanto, por outro lado, o jejum durante a noite pode interferir no meta-
bolismo geral dos animais e, particularmente nos estudos realizados com administragido
pela via alimentar, perturbar a exposi¢do diaria ao produto quimico em estudo. Caso se
opte pelo jejum durante a noite, as analises bioquimicas devem ser efetuadas apds os
exames funcionais previstos para a quarta semana do estudo.
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Deve ainda prever-se a pesquisa no plasma ou no soro de marcadores de
lesdes gerais dos tecidos. Caso as propriedades conhecidas do produto qui-
mico em estudo afetem, ou se suspeite de que possam afetar, determinadas
vias metabolicas, devem realizar-se outras determinagdes, nomeadamente as
seguintes: calcio, fosfatos, triglicéridos, hormonas especificas e colineste-
rase. A necessidade de efetuar estas determinagdes ¢ estabelecida para certas
classes de produtos quimicos ou ¢ avaliada para cada caso concreto.

Embora na avaliagdo internacional dos parametros endocrinos ndo tenha
ficado demonstrado ser claramente vantajoso determinar as hormonas tiroi-
deias (T3 e T4) e a TSH, pode ser util conservar amostras de plasma ou de
soro para determinar (facultativamente) a T3, a T4 e a TSH, caso surjam
indicios de efeitos no eixo hipofisotiroideio. Estas amostras podem ser
congeladas a -20 °C para serem armazenadas. Os fatores a seguir indicados
podem afetar a variabilidade dos resultados das analises hormonais e as
concentragdes absolutas nelas determinadas:

— momento da eutanasia, devido a variagdo das concentragdes hormonais
ao longo do dia,

— método utilizado para eutanasiar os animais sem lhes causar tensdes
desnecessarias, que poderiam afetar as concentragdes hormonais,

— diferengas ao nivel das curvas de calibragdo dos conjuntos (kits) para as
determinagdes hormonais.

E mais fiavel recorrer a uma analise histopatologica do que a determinacgdo
de niveis harmonias para identificar inequivocamente os produtos quimicos
com atividade na tiroide.

As amostras de plasma especificamente destinadas a determinagdes hormo-
nais devem colher-se 8 mesma hora do dia. Recomenda-se que se pondere a
realizacdo das analises da T3, da T4 e da TSH com base nas alteragdes
histopatologicas detetadas na tiroide. Os conjuntos (kits) existentes no co-
mércio para determinar concentragdes hormonais podem dar valores diferen-
tes. Pode, portanto, ndo ser possivel estabelecer critérios de desempenho
baseados em dados historicos homogéneos. Em alternativa, os laboratorios
devem procurar manter os coeficientes de variagdo para efeitos de controlo
abaixo de 25, no caso dos parametros T3 e T4, e abaixo de 35, no caso do
parametro TSH. As concentragdes devem ser registadas em ng/ml.

Se os dados historicos de base forem inadequados, deve ponderar-se a
determinagdo da variabilidade dos pardmetros hematologicos e de bioqui-
mica clinica antes de iniciar a exposi¢ao dos animais as doses previstas ou —
o que sera preferivel — num conjunto de animais ndo incluidos nos grupos
ensaiados.

PATOLOGIA
Autépsia macroscopica

Deve ser realizada a todos os animais estudados uma autoépsia macroscopica
completa e pormenorizada através do exame cuidadoso da superficie exterior
do corpo, dos orificios, das cavidades craniana, toracica ¢ abdominal ¢ do
contetido de cada uma destas. Removem-se convenientemente os tecidos
aderentes ao figado, aos rins, as glindulas suprarrenais, aos testiculos, aos
epididimos, ao conjunto formado pela prostata, pelas vesiculas seminais e
pelas glandulas coagulantes, ao timo, ao baco, ao encéfalo e ao coracio de
todos os animais (exceto os moribundos e os que sejam eutanasiados antes
do termo do estudo) e pesa-se cada um destes ainda himido o mais rapi-
damente possivel depois da dissecacdo, para evitar que seque. Ao remover
os tecidos aderentes ao complexo prostatico, ha que tomar precaucdes para
ndo perfurar as vesiculas seminais, que t€m liquido no interior. Em alterna-
tiva, podem remover-se os tecidos aderentes a prostata e as vesiculas semi-
nais e efetuar a pesagem depois de fixar estes orgaos.
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A titulo facultativo, podem pesar-se dois outros tecidos — para evitar que
sequem, também o mais rapidamente possivel depois da dissecagdo: os dois
ovarios (ainda humidos) e o ttero, incluindo o colo do tutero — o documento
TG 440 da OCDE (18) contém orientagdes sobre a dissecacdo e a prepara-
¢do dos tecidos uterinos para a pesagem].

A pesagem (facultativa) da tiroide deve realizar-se apos fixagdo. A remogdo
dos tecidos aderentes a tiroide deve efetuar-se com muito cuidado e também
so depois da fixagao, para evitar danificar tecidos — que, a ocorrer, poderia
comprometer a analise histopatologica.

Os tecidos a seguir indicados devem conservar-se no meio de fixacdo mais
adequado ao tipo de tecido e ao exame histopatologico previsto (ver o
ponto 47): todas as lesdes macroscopicas, o encéfalo (regides representati-
vas, incluindo os hemisférios cerebrais, o cerebelo e a protuberancia anelar),
a medula espinal, os olhos, o estdbmago, o intestino delgado e o intestino
grosso (incluindo as placas de Peyer), o figado, os rins, as glandulas su-
prarrenais, o bago, o coragdo, o timo, a tiroide, a traqueia e os pulmdes
(conservados por injegdo de fixador, seguida de imersdo), as gonadas (tes-
ticulos e ovarios), os 6rgdos sexuais secundarios (litero e¢ colo do utero,
epididimos, prostata + vesiculas seminais e glandulas de coagulag@o), a va-
gina, a bexiga urindria, os ganglios linfiticos — o ganglio linfatico mais
proximo e outro ganglio linfatico, a selecionar em fungdo da experiéncia
anterior do laboratorio (15) —, um nervo periférico (ciatico ou tibial), de
preferéncia na vizinhanga do musculo, musculo esquelético e 0sso com
medula dssea (corte ou, em alternativa, uma pungdo recente de medula
Ossea). Recomenda-se a fixacdo dos testiculos por imersdo em fixador de
Bouin ou em fixador de Davidson modificado (16)(17). Para que o fixador
penetre rapidamente, deve puncionar-se superficialmente a tunica albuginea
com uma agulha, com cuidado, em ambos os polos do 6rgdo. Os resultados
clinicos e outros podem aconselhar o exame de outros tecidos. Devem
conservar-se também todos os Orgdos que as propriedades conhecidas do
produto quimico em estudo indiciem que serdo provavelmente afetados.

Os seguintes tecidos podem dar indica¢des uteis sobre efeitos ao nivel do
sistema enddcrino: gonadas (ovarios e testiculos), 6rgdos sexuais secunda-
rios (atero, incluindo o colo do utero, epididimos, vesiculas seminais e
glandulas de coagulacdo, bem como a prostata dorsolateral e ventral), va-
gina, hipofise, glandulas mamarias masculinas, tiroide e glandulas suprarre-
nais. Nao ha documentagdo suficiente de alteracdes das glandulas mamarias
masculinas, mas este pardmetro pode ser muito sensivel as substincias com
atividade estrogénica. A observacdo dos Orgdos e tecidos ndo especificados
no ponto 43 ¢ facultativa (ver o apéndice 2).

O documento com a referéncia 19, que contém orientagdes no dominio da
histopatologia, da mais informagdes sobre a dissecagao, a fixacdo, a colheita
de amostras e a histopatologia de tecidos do sistema endocrino.

No programa de ensaios internacional obtiveram-se alguns indicios de que é
possivel detetar efeitos endocrinos subtis de produtos quimicos capazes de
afetar ligeiramente a homeostase das hormonas sexuais, ndo tanto com base
em alteragdes histopatologicas claras dos o6rgaos sexuais femininos, mas sim
através das perturbagdes que aqueles provocam na sincronizagdo do ciclo
estral em diversos tecidos. Embora esses efeitos carecam de prova definitiva,
recomenda-se que, na interpretagio do exame histopatologico dos ovarios
(células foliculares, tecais e da granulosa), do utero, do colo do ttero e da
vagina, se tenham em conta eventuais indicios de assincronias do ciclo
estral. Caso se determine o estadio do ciclo por meio de esfregagos vaginais,
este dado pode ser tido em conta como elemento comparativo suplementar.
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47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

Histopatologia

Deve efetuar-se um exame histopatologico completo dos orgaos e tecidos
conservados de todos os animais dos grupos de controlo e do grupo que
recebeu a dose mais elevada. Caso o exame dos animais deste tltimo grupo
revele alteragdes atribuiveis a dose do produto quimico em estudo, devem
examinar-se também os animais de todos os outros grupos a que foram
administradas doses do produto quimico.

Devem examinar-se todas as lesdes macroscopicas.

Caso se tenha constituido um grupo satélite de animais, deve efetuar-se o
exame histopatologico dos tecidos e orgdos que tenham revelado alteragdes
nos animais dos grupos expostos a uma dose do produto quimico em estudo.

DADOS E RELATORIOS
Dados

Devem ser apresentados todos os dados individuais. Os dados devem ainda
ser resumidos num quadro, indicando, para cada grupo estudado, o nimero
de animais no inicio do ensaio, 0 numero de animais que morreram durante
o ensaio ou que foram eutanasiados, a hora de cada morte ou eutanasia, o
nimero de animais que apresentaram sinais de toxicidade, os sinais de
toxicidade observados, nomeadamente o momento do seu aparecimento e
a sua duragdo e intensidade, o nimero de animais que apresentaram lesdes,
o tipo e a intensidade destas e a percentagem de animais que apresentaram
cada tipo de lesdo.

Se possivel, devem ser avaliados os resultados numéricos por um método
estatistico corrente adequado. Na comparagdo de um efeito numa gama de
doses, deve evitar-se o recurso a multiplos testes t. Os métodos estatisticos
devem ser escolhidos no planeamento do estudo.

Para fins de controlo de qualidade, propde-se a compilagdo de dados de
controlo historicos e o calculo de coeficientes de variagdo dos dados numé-
ricos, especialmente no caso dos parametros relacionados com a detegdo de
desreguladores do sistema enddcrino. Estes dados podem ser utilizados para
fins comparativos quando da avaliagdo de estudos reais.

Relatério dos ensaios

Elementos a constar do relatério dos ensaios:

Produto quimico em estudo:

— natureza fisica, grau de pureza e propriedades fisico-quimicas,
— dados de identificagao.

Veiculo (se for o caso):

— justificagdo da escolha do veiculo (se ndo for agua).
Animais estudados:

— espécie e estirpe utilizadas,

— numero, idade e sexo,

— proveniéncia, condi¢des de alojamento, dieta, etc.,
— peso de cada animal no inicio do ensaio,

— caso ndo sejam utilizados ratos, justificacdo da utilizagdo de outra espé-
cie.

Condigées de realizagdo dos ensaios:
— fundamentagdo da escolha das doses,
— elementos relativos a formulagdo do produto quimico em estudo/a in-

corpora¢do do mesmo na dieta dos animais; concentragdo atingida, es-
tabilidade e homogeneidade da preparacio,
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— elementos relativos a administragdo do produto quimico em estudo,

— se aplicavel, equivaléncia entre a concentragdo do produto quimico em
estudo na dieta ou na agua de beber, expressa em ppm, ¢ a dose real,
expressa em mg/kg de peso corporal/dia,

— elementos sobre a qualidade dos alimentos e da agua.

Parametros facultativos examinados:

— lista desses parametros.

Resultados:

— pesos corporais ¢ alteragdes de peso corporal,

— consumo de alimentos e de agua, se aplicavel,

— respostas toxicas em fungdo do sexo e da dose administrada, incluindo
sinais de toxicidade,

— natureza, intensidade e durag@o dos sinais clinicos observados (reversi-
veis ou irreversiveis),

— dados relativos a atividade sensorial, a for¢a de preensido e a atividade
motora,

— resultados das analises hematologicas, acompanhados dos respetivos va-
lores de base,

— resultados das analises bioquimicas, acompanhados dos respetivos valo-
res de base,

— pesos corporais no momento da eutanasia e pesos dos Orgaos,

— resultados das autopsias,

— descri¢do pormenorizada dos resultados do exame histopatoldgico,
— dados de absorgao, se disponiveis,

— tratamento estatistico dos resultados, se for o caso.

Discussdo dos resultados.

Conclusées.
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Apéndice 1
DEFINICOES

Atividade antiandrogénica: capacidade de um produto quimico de agir como
hormona androgénica natural (por exemplo, a testosterona) num mamifero.

Atividade antiandrogénica: capacidade de um produto quimico de suprimir a
acdo de uma hormona androgénica natural (por exemplo, a testosterona) num
mamifero.

Atividade antiestrogénica: capacidade de um produto quimico de suprimir a
acdo de uma hormona estrogénica natural (por exemplo, o estradiol 178) num
mamifero.

Atividade antitiroideia: capacidade de um produto quimico de suprimir a agdo
de uma hormona da tiroide natural (por exemplo, a T;) num mamifero.

Dosagem: termo geral que abrange a dose, a frequéncia desta e o tempo de
aplicagdo da mesma.

Dose: quantidade de produto quimico em estudo administrada. Exprime-se em
peso diario do produto quimico por unidade de peso corporal do animal ensaiado
(por exemplo, mg/kg de peso corporal/dia) ou sob a forma de uma concentragdo
constante na dieta.

Toxicidade evidente: termo geral que descreve a existéncia de sinais claros de
toxicidade apds a administracdo do produto quimico em estudo. Os sinais em
causa devem ser suficientes para a avaliagdo dos perigos e devem ser tais que
seja de prever que o aumento da dose administrada provoque o aparecimento de
sinais intensos de toxicidade e provavel mortalidade.

NOAEL: abreviatura de "no observed adverse effect level" ("nivel sem observa-
¢do de efeitos adversos"), que constitui a dose maxima que ndo produz efeitos
adversos observaveis da exposi¢do a mesma.

Atividade estrogénica: capacidade de um produto quimico de agir como hor-
mona estrogénica natural (por exemplo, o estradiol 178) num mamifero.

Produto quimico em estudo: qualquer substincia ou mistura a qual seja apli-
cado este método de ensaio.

Atividade tiroideia: capacidade de um produto quimico de agir como uma
hormona da tiroide natural (por exemplo, a Tz) num mamifero.

Validagao: processo cientifico concebido para caracterizar as limitagdes e os
imperativos operacionais de um método de ensaio e para demonstrar a fiabilidade
e pertinéncia do mesmo para um determinado fim.
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Apéndice 2

Parametros recomendados para a detecio de desreguladores do sistema
endocrino pelo método B.7

Parametros obrigatdrios Parametros facultativos
Peso
— Testiculos — Ovarios
— Epididimos — Utero, incluindo o colo do ttero
— Glandulas suprarrenais — Tiroide

— Prostata + vesiculas  seminais e
glandulas coagulantes

Histopatologia
— Gonadas — Esfregago vaginal
— Testiculos e — Glandulas mamarias masculinas
— Ovarios — Hipofise

— Orgdos sexuais secundarios:
— Epididimos

— Prostata + vesiculas seminais e
glandulas coagulantes

— Utero, incluindo o colo do
utero

— Glandulas suprarrenais

— Tiroide
— Vagina
Dosagens hormonais
— Niveis circulantes de T3 e T4
— Niveis circulantes de TSH
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B.8. TOXICIDADE SUBAGUDA POR INALACAQO: ESTUDO DE 28
DIAS

A descri¢do completa deste método de ensaio foi suprimida. O método de ensaio
internacional equivalente consta do quadro 2 da parte 0.
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B.9.

1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.
1.6.1.

1.6.2.
1.6.2.1.

TOXICIDADE (DERMICA) DA DOSE REPETIDA (28 DIAS)

METODO
INTRODUCAO
Ver Introdugdo Geral parte B (ponto A).

DEFINICOES

Ver Introdugdo Geral, parte B (ponto B).

SUBSTANCIAS DE REFERENCIA

Nenhuma.

PRINCIPIO DO METODO DE ENSAIO

Administra-se a pele diariamente a substancia de ensaio, em doses
graduadas, a diversos grupos de animais de experiéncia,
utilizando-se uma dose por grupo durante um periodo de 28 dias.
Durante o periodo de administracdo observa-se os animais diaria-
mente para se detectar manifestagdes de toxicidade. Faz-se a autop-
sia dos animais mortos durante o ensaio ¢ no final do ensaio faz-se
também a autdpsia dos animais que sobreviveram ao teste.

CRITERIOS DE QUALIDADE

Nenhum.

DESCRICAO DO METODO DE ENSAIO
Preparativos

Os animais sdo mantidos sob as condi¢des de alojamento e alimen-
tagdo experimentais durante pelo menos cinco dias antes do ensaio.
Antes do ensaio procede-se a uma escolha aleatéria de animais
adultos, jovens e saudaveis e que sdo distribuidos por grupos de
tratamento. Pouco tempo antes de se iniciar o ensaio rapa-se os
pélos da regido dorsal dos animais. No caso de se recorrer a tosquia
esta devera ser efectuada aproximadamente 24 horas antes do en-
saio. Normalmente ¢ necessario repetir estas operagdes todas as
semanas, devendo tomar-se muito cuidado para ndo lesar a pele.
A area destinada a aplicag@o da substincia de ensaio ndo podera ser
inferior a 10 % da superficie corporal. O peso do animal devera ser
tomado em considerag@o na decisdo da zona a expor e da dimensdo
da superficie a tratar. Sempre que se procede ao ensaio de subs-
tancias solidas, as quais podem ser pulverizadas se necessario, a
substancia de ensaio deve ser humedecida com agua ou com um
veiculo apropriado para garantir um bom contacto com a pele. As
substancias de ensaio liquidas sdo geralmente utilizadas sem serem
diluidas. Procede-se a uma aplicagdo diaria durante cinco a sete dias
por semana.

Condicdes da experiéncia
Animais de experiéncia

Podem ser utilizados ratos adultos, coelhos ou cobaias. Outras es-
pécies poderdo ser utilizadas mas a sua utilizacdo devera ser
justificada.
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1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.2.5.

No inicio da experiéncia a diferenga de peso entre os animais ndo
poderda ultrapassar = 20 % do peso médio apropriado.

Numero e sexo

Para cada grupo de ensaio serdo utilizados pelo menos 10 animais
(cinco fémeas e cinco machos) com pele saudavel. As fémeas de-
verdo ser nuliparas e ndo gravidas. Se for previsivel sacrificar al-
guns animais durante a experiéncia, deve acrescentar-se a0 nimero
inicial o niimero de animais que se prevé vir a sacrificar. Para além
destes, podera haver um grupo-satélite de 10 animais (cinco animais
de cada sexo) tratado com a dose mais elevada durante 28 dias e
observado quanto a reversibilidade, persisténcia ou aparecimento
tardio de efeitos toxicos durante 14 dias apds o tratamento.
Utiliza-se também um grupo-satélite de 10 animais de controlo
(cinco animais de cada sexo).

Doses

Sdo necessarias pelo menos trés doses diferentes com um controlo
ou com um veiculo de controlo no caso de ser utilizado um veiculo.
O periodo de exposi¢do devera ser no minimo de seis horas por dia.
A substancia de ensaio sera aplicada diariamente & mesma hora ¢ a
quantidade a administrar sera ajustada regularmente (semanal ou
bissemanalmente) de modo a manter-se constante relativamente ao
peso corporal do animal. Os animais do grupo de controlo serdo
tratados da mesma maneira que os animais dos grupos de experién-
cia, com excepg¢do da aplicagdo da substancia de ensaio. No caso de
se utilizar um veiculo para facilitar a administragdo, este sera ad-
ministrado ao grupo de controlo da mesma forma que aos grupos
tratados, devendo a dose corresponder a do grupo tratado com a
dose mais elevada. A dose mais elevada sera determinada de forma
a produzir efeitos toxicos mas nunca, ou raramente, a morte do
animal. A dose mais baixa ndo devera produzir quaisquer efeitos
toxicos. No caso de se dispor de informacdo sobre a exposicdo
humana, a dose mais baixa devera exceder esse valor. O ideal seria
a dose intermédia produzir o efeito toxico minimo observado.
No caso de se utilizar varias doses intermédias, a diferenca entre
elas sera calculada de forma a conseguir-se uma gradacdo dos
efeitos toxicos. Nos grupos das doses mais baixa e intermédia,
assim como nos grupos de controlo, a incidéncia da mortalidade
devera ser baixa para permitir uma avaliacdo significativa dos
resultados.

No caso de a aplicacao da substincia de ensaio provocar uma grave
irritagdo cutinea, dever-se-a reduzir as concentra¢des, o que podera
originar uma diminui¢do ou até um desaparecimento dos outros
efeitos toxicos da dose mais elevada. Se as lesdes cutdneas forem
muito graves, pode tornar-se necessario interromper a experiéncia e
recomega-la com concentragdes mais fracas.

Teste-limite

Se ja tiver sido efectuada uma experiéncia preliminar com uma
dose de 1 000 mg/kg ou com uma dose mais elevada em fungdo
da possibilidade de uma exposi¢do humana conhecida, que ndo
tenha provocado quaisquer efeitos toxicos, sera inftil prosseguir a
experiéncia.

Periodo de observagdo

Os animais da experiéncia serdo observados diariamente para se
detectar manifestacdes de toxicidade. Proceder-se-a4 ao registo do
momento da morte e do momento do aparecimento e do desapare-
cimento das manifestagdes de toxicidade.
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1.6.3.

Procedimento

Os animais serdo colocados em gaiolas individuais. Em condi¢des
ideais a substdncia de ensaio serd administrada aos animais sete
dias por semana durante um periodo de 28 dias. Os animais de
todos os grupos-satélite que forem objecto de observagdes comple-
mentares serdo mantidos vivos durante mais 14 dias, sem trata-
mento, para se detectar a recuperagdo ou a persisténcia dos efeitos
toxicos. O tempo de exposi¢do serd pelo menos de seis horas por
dia.

A substancia de ensaio sera aplicada uniformemente numa area
equivalente a 10 % da superficie total do corpo. No caso de subs-
tancias altamente toxicas, a superficie a utilizar poderd ser menor
mas a camada da substancia devera ser o mais fina e uniforme
possivel.

Durante a exposi¢do a substincia de ensaio ¢ mantida em contacto
com a pele por meio de uma gaze porosa ¢ de um adesivo anti-
alérgico. A superficie tratada serd por sua vez convenientemente
coberta de maneira a manter no seu lugar a gaze e a substancia de
ensaio e de modo a evitar que os animais ingiram a referida subs-
tancia. E possivel utilizar aparelhos de contengio para evitar a
ingestdo da substdncia, mas ndo se recomenda a imobilizagdo com-
pleta. Como alternativa pode utilizar-se uma «coleira de protecgao».

No fim do tempo de exposi¢do ¢ necessario, se possivel, eliminar
todos os residuos da substincia utilizando agua ou recorrendo a
qualquer outro método adequado para limpeza da pele.

Os animais serdo observados diariamente, registando-se sempre as
manifestagdes de toxicidade assim como o momento do seu apare-
cimento, a sua intensidade e a sua duragdo. Proceder-se-a a obser-
vagdo das modificagdes do pélo e da pele, dos olhos e das mucosas,
do aparelho respiratorio, do aparelho circulatorio, do sistema ner-
v0so autdbnomo e central, assim como da actividade somatomotora e
do comportamento. Determinar-se-4 semanalmente o peso dos ani-
mais. Recomenda-se também que se determine semanalmente o
consumo alimentar. Deve observar-se regularmente os animais
para se evitar perdas, tanto quanto possivel, causadas por caniba-
lismo, autolise dos tecidos ou condi¢des improprias de alojamento.
No fim da experiéncia todos os animais sobreviventes dos grupos
tratados ndo satélites serdo autopsiados. Os animais moribundos e
0s animais que apresentem graves sintomas de angustia ou dor
deverdo ser imediatamente retirados, sacrificados e submetidos a
autopsia.

Os exames a seguir enunciados deverdo ser efectuados no fim do
periodo de ensaio para todos os animais incluindo os de controlo:

1. Um exame hematolégico compreendendo os seguintes testes:
hematocrito, concentragdo de hemoglobina, contagem de eritro-
citos, contagem de leucdcitos, formula leucocitaria, bem como
um estudo sobre o potencial de coagulagao.

2. A determinacdo de dados bioquimicos do sangue incluindo pelo
menos um pardmetro da fung@o hepatica e renal: alanina amino-
transferase (inicialmente conhecida como transaminase gluta-
mico-piriivica), aspartato aminotransferase (inicialmente conhe-
cida como transaminase glutdmico-oxalo-acética), azoto ureico,
albumina, creatinina plasmatica, bilirrubina total e as proteinas
séricas totais.

As outras analises eventualmente necessarias para uma avaliagdo
toxicologica adequada incluem as analises de calcio, fosforo, clo-
retos, sodio, potassio, glicose em jejum, analises de lipidos, de
hormonas, equilibrio acido-basico, meta-hemoglobina e actividade
colinesterasica.
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1.6.4.

1.6.5.

Pode recorrer-se a outras analises bioquimicas clinicas sempre que
necessario para melhorar a investigagdo dos efeitos observados.

Autopsia

Todos os animais submetidos a experiéncia deverdo ser submetidos
a uma autopsia geral. Pelo menos o figado, os rins, as glandulas
supra-renais e os testiculos deverdo ser pesados ainda hiimidos, tdo
cedo quanto possivel apos a dissecagdo para se evitar a perda de
liquidos por evaporagdo. Todos os orgdos e tecidos, isto ¢, pele
normal e tratada, figado, rins, baco, testiculos, glandulas
supra-renais, coragao e 6rgaos-alvo (isto €, os 6rgdos que apresen-
tem lesdes graves ou variagdes de volume) deverdo ser conservados
num meio adequado para eventual exame histopatologico futuro.

Exame histopatologico

No grupo tratado com a dose mais elevada e no grupo de controlo
deve efectuar-se o exame histologico dos 6rgdos e tecidos conser-
vados. Os orgdos e tecidos que apresentem efeitos susceptiveis de
serem atribuidos & substincia de ensaio administrada na dose mais
elevada deverdo ser examinados em todos os grupos tratados com
doses inferiores. Deve proceder-se a um exame histologico dos
animais de qualquer grupo-satélite com particular énfase sobre os
orgdos e tecidos que apresentaram efeitos identificados nos outros
grupos tratados.

RESULTADOS

Os resultados serfio resumidos na forma de quadros indicando, para
cada experiéncia, o nimero de animais no inicio do ensaio ¢ o
nimero de animais que apresenta cada tipo de lesdo.

Todos os resultados observados deverdo ser avaliados por um mé-
todo estatistico apropriado. Pode ser utilizado qualquer método
estatistico reconhecido.

RELATORIO
RELATORIO DO ENSAIO

O relatéorio do ensaio devera conter, se possivel, a informacdo
seguinte:

— dados sobre os animais (espécie, estirpe, origem, condi¢des
ambientais, dieta, etc.),

— condigdes experimentais (incluindo o tipo de cobertura: oclusiva
ou ndo oclusiva),

— doses (incluindo o veiculo, se utilizado) e concentragdes,

— dose sem efeito, se possivel,

— resposta toxica por sexo e por dose,

— momento da morte durante a experiéncia ou indicagdo dos ani-
mais sobreviventes no fim da experiéncia,

— efeitos toxicos ou outros,

— momento da observagdo de qualquer manifestagdo anormal e
sua evolugdo,

— dados relativos a alimentagdo e peso corporal,

— exames hematologicos efectuados e resultados,
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3.2

— provas bioquimicas clinicas utilizadas e seus resultados,
— resultados da autdpsia,

— descri¢do pormenorizada de todos os resultados histopatologi-
cos,

— tratamento estatistico dos resultados, se possivel,
— discussdo dos resultados,
— interpretagdo dos resultados.

AVALIACAO E INTERPRETACAO

Ver Introdugdo Geral, parte B (ponto D).

REFERENCIAS

Ver Introdugdo Geral, parte B (ponto E).



02008R0440 — PT — 14.10.2024 — 010.001 — 231

B.10. ENSAIO IN VITRO DE ABERRACOES CROMOSSOMICAS EM
MAMIFEROS

INTRODUCAO

O presente método de ensaio ¢ equivalente ao Test Guideline 473 (2016) da
OCDE. Faz parte integrante de uma série de métodos de ensaio no dominio da
toxicologia genética. Estd disponivel um documento da OCDE que fornece in-
formagdes sucintas sobre ensaios de toxicologia genética e resume as alteragdes
recentemente efetuadas as orientagdes da OCDE nesse dominio (1).

O objetivo do ensaio in vitro de aberragdes cromossOmicas ¢ identificar os
produtos quimicos que causam aberragdes cromossomicas estruturais em culturas
de células de mamiferos (2) (3) (4). As aberragdes estruturais podem ser de dois
tipos — cromossOmicas ou cromatidicas. Em ensaios in vitro de aberragdes
cromossomicas pode observar-se poliploidia (incluindo endorreduplica¢do). Em-
bora os aneugénios possam induzir a poliploidia, esta, por si s6, ndo ¢ um
indicativo do potencial aneugénico, podendo indicar simplesmente uma pertur-
bagdo do ciclo celular ou citotoxicidade (5). O presente ensaio ndo € concebido
para detetar a aneuploidia. Para esse fim, é recomendavel um ensaio in vitro de
micronucleos (6).

O ensaio in vitro de aberragdes cromossomicas pode utilizar culturas de linhas
celulares bem estabelecidas ou culturas primarias de células humanas ou de
roedores. As células utilizadas devem ser selecionadas com base na sua capaci-
dade de crescimento em cultura, na estabilidade do cariotipo (incluindo o niimero
de cromossomas) e na frequéncia das aberragdes cromossémicas espontineas (7).
Os dados atualmente disponiveis ndo permitem efetuar recomendagdes sélidas,
mas sugerem que, ao avaliar os perigos quimicos, ¢ importante considerar o
estatuto da proteina p53, a estabilidade genética (do caridtipo), a capacidade
de reparagdo do ADN e a origem (roedores ou humanos) das células escolhidas
para a realizagdo do ensaio. Os utilizadores do presente método de ensaio sdo,
assim, incentivados a ponderar a influéncia destas e de outras caracteristicas
celulares no desempenho de uma linha celular, ao detetarem a indugdo de aber-
ragcdes cromossomaticas, dada a evolu¢do constante dos conhecimentos nesta
area.

As definigdes utilizadas figuram no apéndice 1.

CONSIDERACOES INICIAIS E LIMITACOES

Os ensaios in vitro necessitam, normalmente, de uma fonte exdgena de ativagdo
metabolica, a menos que as células sejam metabolicamente competentes em
relagdo aos produtos quimicos em estudo. O sistema exdgeno de ativagdo meta-
bolica nao reproduz inteiramente as condigdes in vivo. Deve ter-se o cuidado de
evitar condigdes que possam conduzir a falsos resultados positivos, ou seja,
danos cromossomaticos ndo causados pela interagdo direta entre os produtos
quimicos em estudo e os cromossomas, condi¢des essas que incluem alteragdes
do pH ou da pressdo osmética (8) (9) (10), a interagdo com os componentes do
meio (11) (12) ou niveis excessivos de citotoxicidade (13) (14) (15) (16).

O presente ensaio ¢ utilizado para a detecdo de aberragdes cromossémicas que
possam resultar de eventos clastogénicos. A analise da indugdo de aberragoes
cromossoémicas deve utilizar células em metafase. E, pois, essencial que as cé-
lulas atinjam a mitose tanto em culturas tratadas como néo tratadas. No caso dos
nanomateriais fabricados, podem ser necessarias adaptagdes especificas ao pre-
sente método de ensaio, que ndo sdo descritas no mesmo.

Antes da aplicacdo do método de ensaio a uma mistura para obter dados com fins
regulamentares, importa ponderar se, e em caso afirmativo, por que motivo, o
método pode proporcionar resultados adequados para o efeito. Tais consideragdes
ndo sdo necessarias se existir um requisito regulamentar para o ensaio da mistura.
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PRINCIPIO DO ENSAIO

Expoem-se culturas de células humanas ou de outros mamiferos ao produto
quimico em estudo, juntamente com uma fonte exdgena de ativacdo metabdlica
e sem essa fonte, a menos que se utilizem células com capacidade metabdlica
adequada (ver ponto 13). Apds um periodo adequado, pré-estabelecido, de ex-
posicdo das células ao produto quimico em estudo, adiciona-se um produto para
o bloqueio em metafase (por exemplo, Colcemid ou colquicina); as células em
metafase sdo colhidas, coradas e analisadas microscopicamente para detetar a
presenca de aberragdes cromatidicas ou cromossomicas.

DESCRICAO DO METODO
Preparagdes
Células

Podem utilizar-se varias linhas celulares — por exemplo, células de ovario de
hamster chinés (CHO, do inglés Chinese Hamster Ovary), células pulmonares de
hamster chinés (CHL, do inglés Chinese Hamster Lung)/IU, TK6 — ou culturas
celulares primarias, incluindo linfocitos do sangue periférico humano ou de
outros mamiferos (7). A escolha das linhas celulares utilizadas deve ser justifi-
cada cientificamente. Se forem utilizadas células primarias, deve ponderar-se,
sempre que possivel e por razdes de bem-estar dos animais, a utilizagdo de
células primarias de origem humana, obtidas em conformidade com os principios
éticos e regulamentares. Os linfocitos de sangue humano periférico devem provir
de individuos jovens (18-35 anos), ndo fumadores, sem qualquer doenga conhe-
cida ou exposi¢do recente a agentes genotoxicos (p. ex., produtos quimicos,
radiagdes ionizantes) a niveis suscetiveis de aumentar a incidéncia de base de
aberragdes cromossomicas. Desta forma, assegura-se uma incidéncia de base de
aberragdes cromossomicas baixa e coerente. A incidéncia de base de aberragdes
cromossomicas aumenta com a idade, sendo esta tendéncia mais pronunciada no
sexo feminino do que no sexo masculino (17) (18). Se forem reunidas para
utilizagdo células de mais do que um dador, deve indicar-se o nimero de dado-
res. B necessario demonstrar que as células se dividiram desde o inicio do
tratamento com o produto quimico em estudo até a colheita das células. As
culturas celulares sdo mantidas numa fase de crescimento exponencial (linhas
celulares) ou estimuladas para se dividirem (culturas primarias de linfocitos),
de forma a que as células sejam expostas em fases diferentes do ciclo celular,
uma vez que a sensibilidade das fases celulares aos produtos quimicos em estudo
pode ndo ser conhecida. As células primarias que necessitam de ser estimuladas
com agentes mitogénicos para se dividirem ndo s@o sincronizadas durante o
periodo de exposi¢do ao produto quimico em estudo (caso, p. ex., dos linfocitos
humanos apds 48 horas de estimulagdo mitogénica). A utilizacdo de células
sincronizadas durante o tratamento ndo ¢ recomendada, mas pode ser aceitavel
se se justificar.

Meios e condigbes de cultura

Devem manter-se as culturas em meios de cultura e condigbes de incubagdo
adequados (tipo de recipiente, atmosfera humidificada com uma concentragido
de CO, de 5 %, se pertinente, temperatura de incubagdo 37 °C). As linhas
celulares devem ser periodicamente verificadas quanto a estabilidade do niimero
modal de cromossomas e a auséncia de contaminag@o por micoplasmas (7) (19),
ndo devendo ser utilizadas se se verificar que foram contaminadas ou que o
nimero modal de cromossomas se alterou. A duragdo do ciclo celular normal
das linhas celulares ou das culturas primdrias utilizadas no laboratério de ensaio
deve ser estabelecida e ser compativel com as caracteristicas celulares publicadas
(20).

Preparagdo das culturas

Linhas celulares: as células sdo propagadas a partir de culturas de arranque,
inoculadas no meio de cultura a uma densidade tal que as células em suspensdo
ou em monocamadas continuem a crescer exponencialmente até ao momento da
colheita (deve evitar-se, p. ex., a confluéncia no caso do crescimento de células
em monocamadas).
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Linfocitos: cultiva-se (p. ex., durante 48 horas, no caso dos linfocitos humanos)
sangue integral, tratado com um anticoagulante (p.. ex., heparina), ou linfécitos
separados, na presenca de um agente mitogénico (p. ex., fito-hemaglutinina —
PHA — para linfocitos de origem humana) destinado a induzir a divisdo celular,
antes da exposi¢do ao produto quimico em estudo.

Ativagdo metabdlica

Se forem utilizadas células com capacidade metabodlica enddgena inadequada,
sera necessario utilizar sistemas metabolizantes exdgenos. O sistema mais geral-
mente utilizado e que se recomenda por defeito, exceto motivo em contrario, é
uma fragdo pds-mitocondrial refor¢ada com co-fator (S9) preparada a partir de
figados de roedores (em geral, ratos) tratados com agentes de induc@o enzimatica,
como, por exemplo, Aroclor 1254 (21) (22) (23) ou uma mistura de fenobarbital
e PB-naftoflavona (24) (25) (26) (27) (28) (29). Esta tultima combinacdo ndo ¢
contraria a Convengdo de Estocolmo sobre Poluentes Orgéanicos Persistentes (30)
e comprovou-se ser tdo eficaz na indugdo de oxidases de fung@o mista como o
Aroclor 1254 (24) (25) (26) (28). A fracdo S9 ¢ habitualmente utilizada em
concentragdes na gama de 1 % a 2 %, mas pode ser aumentada para a 10 %
(v/v) no meio de ensaio final. Durante o tratamento, deve evitar-se a utilizagdo de
produtos que reduzem o indice mitdtico, em especial complexantes de célcio
(31). A escolha do tipo e da concentragdo de sistema exdgeno de ativagdo
metabolica ou do indutor metabolico utilizado pode ser influenciada pela classe
dos produtos quimicos em estudo.

Preparagdo do produto quimico em estudo

Os produtos quimicos solidos devem ser adicionados a solventes adequados e, se
necessario, ser diluidos antes do tratamento das células (ver ponto 23). Os pro-
dutos quimicos liquidos podem ser adicionados diretamente ao sistema de ensaio
e/ou diluidos antes de serem utilizados no tratamento do sistema de ensaio. Para
o ensaio de produtos quimicos gasosos ou volateis, devem efetuar-se alteragdes
adequadas aos protocolos normalizados, como o tratamento em recipientes de
cultura fechados (32) (33) (34). A preparagdo do produto quimico em estudo
deve ser feita imediatamente antes do tratamento, a menos que os dados de
estabilidade demonstrem que o mesmo pode ser armazenado.

Condicdes de realizacio do ensaio
Solventes

O solvente deve ser escolhido de modo a otimizar a solubilidade dos produtos
quimicos em estudo sem afetar negativamente a realizagdo do ensaio, por exem-
plo, alterando o crescimento celular, afetando a integridade do produto quimico
em estudo, reagindo com os recipientes de cultura ou alterando o sistema de
ativagdo metabolica. Sempre que possivel, recomenda-se a utilizagdo de um
solvente (ou meio de cultura) aquoso. A agua e o dimetilssulfoxido, por exemplo,
sdo solventes cujo desempenho ¢ bem conhecido. Os solventes organicos nao
devem exceder, em geral, 1 % (v/v), e os solventes aquosos (salinos ou agua)
nao devem exceder 10 % (v/v) no meio de tratamento final. Se forem utilizados
solventes cujo desempenho ndo ¢ bem conhecido (p. ex., etanol ou acetona),
devem fornecer-se dados que comprovem a respetiva compatibilidade com os
produtos quimicos e o sistema em estudo e a inexisténcia de genotoxicidade a
concentragdo utilizada. Na auséncia de dados comprovativos, ¢ importante incluir
amostras de controlo ndo tratadas (ver apéndice 1) para demonstrar que o sol-
vente escolhido ndo tem efeitos deletérios ou clastogénicos.

Medig¢do da proliferacdo celular e da citotoxicidade e escolha das concentragoes
de tratamento

Ao determinar a concentragdo maxima a ensaiar do produto quimico em estudo,
devem evitar-se concentragdes capazes de gerar respostas positivas falsas, como
as que produzam citotoxicidade excessiva (ver ponto 22), precipitagdes no meio
de cultura (ver ponto 23) ou alteragdes pronunciadas do pH ou da pressdo
osmotica (ver ponto 5). Se, ao ser adicionado, o produto quimico em estudo
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causar uma alteragdo pronunciada do pH do meio, o pH pode ser ajustado por
tamponamento do meio final, de modo a evitar falsos resultados positivos e
manter condi¢des de cultura adequadas.

Efetuam-se medi¢des da proliferagdo celular para garantir que um numero sufi-
ciente de células tratadas atingiu a mitose durante o ensaio e que os tratamentos
sdo efetuados a niveis adequados de citotoxicidade (ver pontos 18 e 22). A
citotoxidade deve ser determinada na experiéncia principal tanto na presenca
como na auséncia de um sistema de ativagdo metabolica, por recurso a um
indicador adequado da morte e do crescimento celulares. Embora a avaliagdo
da citotoxicidade num ensaio inicial possa ser util para definir melhor as concen-
tragdes a utilizar no ensaio principal, esse ensaio ndo ¢ obrigatorio. Se for
efetuado, nd3o deve substituir a determinagdo da citotoxicidade no ensaio
principal.

A duplicagdo da populacdo em termos relativos (RPD, de «Relative Population
Doubling») ou o aumento relativo da contagem celular (RICC, de «Relative
Increase in Cell Count») sdo métodos adequados para a avaliagdo da citotoxici-
dade em ensaios citogenéticos (13) (15) (35) (36) (55) (ver formulas no apéndice
2). Em caso de tratamento a longo prazo e tempos de colheita apds o inicio do
tratamento superiores a 1,5 ciclos celulares normais (ou seja, mais de 3 ciclos
celulares, no total), a RPD pode levar a uma subestimagao da citotoxicidade (37).
Nestas condi¢des, a RICC pode constituir uma melhor estimativa; a avaliagdo da
citotoxicidade apos 1,5 ciclos celulares normais proporcionaria uma estimativa
util com recurso a RPD.

Relativamente aos linfocitos em culturas primarias, embora o indice
mitdtico (IM) seja uma medida dos efeitos citotoxicos/citostaticos, ¢ influenciado
pelo tempo decorrido apds o tratamento, o agente mitogénico utilizado e as
eventuais perturbagdes do ciclo celular. Contudo, o IM ¢ aceitavel porque as
medigdes de citotoxicidade de outros tipos podem revelar-se fastidiosas ou im-
praticaveis, podendo nao ser aplicaveis a populacdo-alvo de linfécitos em cres-
cimento devido a estimulagdo com PHA.

Embora a RICC e a RPD, no caso de linhas celulares, € o IM, no caso da cultura
primaria de linfocitos, sejam os parametros de citotoxidade recomendados, outros
indicadores de citotoxicidade (p. ex., integridade das células, apoptose, necrose,
ciclo celular) podem fornecer informagdes adicionais uteis.

Devem avaliar-se, pelo menos, trés concentragdes de ensaio (ndo incluindo os
controlos positivos e do solvente) que cumpram os critérios de aceitabilidade em
termos de citotoxicidade adequada, ntimero de células, etc. Independentemente
do tipo de células (linhas celulares ou culturas primarias de linfocitos), podem
utilizar-se, para cada concentragdo de ensaio, replicados ou culturas de tratamento
unico. Embora seja aconselhavel a utilizagdo de culturas em duplicado, as cul-
turas Unicas sdo igualmente aceitaveis desde que seja contado o mesmo numero
total de células nas culturas tnica ou em duplicado. O recurso a uma unica
cultura ¢ particularmente importante quando sdo avaliadas mais de trés concen-
tragdes (ver ponto 31). Os resultados obtidos com as culturas replicadas inde-
pendentes, a uma dada concentragdo, podem ser agrupados para fins de analise
de dados (38). No caso dos produtos quimicos que demonstrem pouca ou ne-
nhuma citotoxicidade, sdo adequados intervalos entre concentragdes espagados
por um fator de 2 a 3. Quando se observa citotoxicidade, as concentragdes
escolhidas devem abranger uma gama com inicio na concentracdo que produz
citotoxicidade, conforme descrito no ponto 22, e inclua as concentragdes as quais
se observa pouca ou nenhuma citotoxicidade. Muitos produtos quimicos em
estudo apresentam curvas concentragdo-resposta com declive acentuado, pelo
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que, para obter dados a citotoxicidade baixa e moderada, ou para analisar em
pormenor a relagdo dose-resposta, serd necessario recorrer a concentragdes menos
espagadas e/ou a mais de trés concentragdes (no caso de culturas tinicas ou de
replicados), em especial nas situagdes em que for necessario repetir o ensaio (ver
ponto 47).

Se a concentragdo maxima se basear na citotoxicidade, a concentragdo mais
elevada devera visar 55 £ 5 % de citotoxicidade, utilizando os pardmetros de
citotoxicidade recomendados (ou seja, a redugdo do RICC e RPD, no caso das
linhas celulares, e a redugdo do IM, no caso das culturas primarias de linfocitos,
para 45 + 5 % da amostra de controlo negativa correspondente). Os resultados
positivos observados apenas no segmento superior da gama de 55 £ 5 % de
citotoxicidade devem ser interpretados com cuidado (13).

No caso de produtos quimicos pouco soluveis que ndo sejam citotoxicos a
concentragdes inferiores a concentragdo insolivel minima, a maior concentragao
analisada deve produzir, no final do tratamento com a substancia quimica em
estudo, turbidez ou um precipitado visivel a olho nu ou com o auxilio de um
microscopio invertido. Mesmo no caso de se observar citotoxicidade acima da
menor concentragdo insoluvel, é conveniente ensaiar uma tnica concentragdo que
produza turbidez ou um precipitado visivel, devido aos efeitos falsos que possam
ser induzidos pelo precipitado. A concentragdo que produz um precipitado, de-
vem tomar-se os devidos cuidados para assegurar que este ndo interfere com a
realizag@o do ensaio (p. ex., em termos de coloragdo ou contagem). Neste con-
texto, pode ser Util determinar a solubilidade no meio de cultura antes do ensaio.

Se ndo se observar precipitagdo nem citotoxicidade condicionante, a maior con-
centragdo ensaiada deve corresponder a menor das seguintes concentragdes:
10 mM, 2 mg/ml ou 2 pl/ml (39) (40) (41). Se o produto quimico em estudo
ndo for de composicdo definida (caso, p. ex., de uma substincia de composi¢do
desconhecida ou variavel, de produtos de reagdo complexos ou de materiais
bioldgicos (UVCB) (42), de extratos ambientais, etc.), a concentragdo de topo
podera ter de ser mais elevada (p. ex., 5 mg/ml) na auséncia de citotoxicidade,
para aumentar a concentracdo de cada um dos componentes. Importa, contudo,
notar que estes requisitos podem diferir no caso de medicamentos para uso
humano (43).

Grupos de controlo

Para cada colheita, devem também realizar-se controlos negativos paralelos (ver
ponto 15), em que as células sdo expostas apenas ao solvente e ao meio de
tratamento, procedendo-se do mesmo modo que num ensaio normal.

Sao necessarios controlos positivos para demonstrar a capacidade do laboratério
para identificar os clastogénios nas condigdes do protocolo de ensaio, bem como
a eficacia do sistema exogeno de ativagdo metabdlica, se pertinente. O quadro 1
apresenta exemplos de controlos positivos. Podem ser utilizados produtos quimi-
cos de controlo positivo alternativos, se tal se justificar. Dado que os ensaios de
toxicidade genética com células de mamiferos in vitro sao suficientemente nor-
malizados, o recurso a controlos positivos pode limitar-se a um clastogénio que
necessite de ativagdo metabolica. Desde que efetuada em simultdneo com o
ensaio ndo-ativado, com a mesma duragdo de tratamento, esta resposta Unica
do controlo positivo demonstrara a atividade do sistema de ativagdo metabolica
e a capacidade de resposta do sistema de ensaio. No entanto, devem efetuar-se
controlos positivos (sem S9) para os tratamentos a longo prazo, dado que a
dura¢do do tratamento diferirA da do ensaio com ativagdo metabdlica. Cada
amostra de controlo positiva devera ser utilizada numa ou mais das concentragdes
a que se prevé um aumento detetdvel e reprodutivel relativamente a base, a fim
de demonstrar a sensibilidade do sistema de ensaio (ou seja, efeitos claros, mas
que ndo permitam revelar de imediato ao operador a identidade das laminas
codificadas), e a resposta ndo deve ser comprometida pela citotoxicidade de
modo a exceder os limites especificados no método de ensaio.
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Quadro 1

Produtos quimicos de referéncia recomendados para avaliacido da
competéncia de um laboratoério e para a selecio dos controlos positivos.

Categoria Produto quimico N.° CAS

1. Clastogénios ativos sem ativagdo metabolica

Metanossulfonato de metilo 66-27-3
Mitomicina C 50-07-7
N-6xido de 4-nitroquinolina 56-57-5
Arabinosido de citosina 147-94-4

2. Clastogénios que necessitam de ativagdo metabodlica

Benzo(a)pireno 50-32-8

Ciclofosfamida 50-18-0

PROCEDIMENTO DE ENSAIO
Tratamento com o produto quimico em estudo

As células em proliferagdo sdo expostas ao produto quimico em estudo na
presenca e na auséncia de um sistema de ativacdo metabdlica.

Intervalo de amostragem das culturas

Para uma avaliagdo exaustiva, necessaria para concluir um resultado negativo, as
trés seguintes condi¢des experimentais devem ser aplicadas utilizando um trata-
mento curto com e sem ativagdo metabdlica e um tratamento longo sem ativagado
metabolica (ver pontos 43, 44 e 45):

— As células sdo expostas ao produto quimico em estudo, sem ativacdo meta-
bélica, durante 3-6 horas, sendo colhidas a intervalos equivalentes a cerca de
1,5 ciclos celulares normais, a partir do inicio da exposi¢do (18),

— As células sdo expostas ao produto quimico em estudo, com ativagdo meta-
bélica, durante 3-6 horas, sendo colhidas a intervalos equivalentes a cerca de
1,5 ciclos celulares normais, a partir do inicio da exposi¢do (18),

— As células sdo expostas continuamente, sem ativacdo metabolica, até a amos-
tragem, decorrido um periodo equivalente a 1,5 ciclos celulares normais.
Certos produtos quimicos (p. ex. analogos dos nucledsidos) podem ser dete-
tados mais facilmente com tempos de exposicdo/colheita superiores a 1,5
ciclos celulares normais (24).

Caso a aplicagdo de uma das referidas condigdes experimentais conduza a uma
resposta positiva, pode ndo ser necessario investigar nenhum dos outros regimes
de tratamento.

Preparag¢io dos cromossomas

As culturas de célula sdo tratadas com Colcemid ou colquicina, geralmente
durante 1-3 horas antes da colheita. Cada cultura de células ¢ colhida e proces-
sada separadamente para a preparagdo dos cromossomas. Preparagdo dos cromos-
somas envolve o tratamento hipotonico das células, seguido de fixacdo e colo-
ra¢do. No final do tratamento de trés a seis horas, podem estar presentes células
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mitdticas em monocamadas (identificaveis pela sua forma arredondada e por se
destacarem da superficie). Por se destacarem com facilidade, estas células podem
perder-se quando da remog¢do do meio com o produto quimico em estudo. Se
existirem provas de um aumento substancial do niimero de células mitdticas
relativamente aos controlos, que indique um provavel bloqueio da mitose, as
células devem ser recolhidas por centrifugacdo e adicionadas de novo as culturas,
de modo a evitar a perda de células que se encontrem em mitose, bem como o
risco da ocorréncia de aberragdes cromossomicas, no momento da colheita.

Analise

Todas as laminas, incluindo as dos controlos positivos e negativos, devem ser
independentemente codificadas antes da analise microscopica para a detecdo de
aberragdes cromossomicas. Uma vez que os processos de fixagdo dao frequen-
temente lugar a perda de cromossomas por uma determinada proporgdo das
células em metafase, as células contadas devem apresentar um nimero de cen-
tromeros igual ao niimero modal + 2.

Para se concluir que um produto quimico em estudo d4 um resultado claramente
negativo, devem contabilizar-se, pelo menos, 300 metafases bem espalhadas para
cada concentragdo e para o controlo (ver ponto 45). A 300 células devem ser
divididas equitativamente entre os replicados, quando forem utilizadas culturas
em duplicado. Quando sdo utilizadas culturas simples por cada concentragdo (ver
ponto 21), devem contar-se em cada cultura, pelo menos, 300 metafases bem
espalhadas. A contabilizagdo de 300 células tem a vantagem de aumentar a
representatividade estatistica do ensaio, além de raramente permitir observar
valores nulos (prevé-se que estes sejam da ordem de apenas 5 %) (44). O numero
de metafases contabilizadas pode ser reduzido caso se observem niimeros eleva-
dos de células com aberragdes cromossdmicas e o produto quimico em estudo for
considerado inequivocamente positivo.

As células com aberragdes cromossomicas estruturais, incluindo e excluindo as
lacunas, devem ser contabilizadas. As quebras e as lacunas sdo definidas no
apéndice 1, cf. (45) (46). As aberragdes cromatidicas e cromossomicas devem
ser registadas separadamente e classificadas em subtipos (quebras, intercdmbios).
Os procedimentos utilizados no laboratério devem assegurar que a analise de
aberragdes cromossomicas ¢ efetuada por operadores com formagdo adequada,
com avaliagdo interpares, se for caso disso.

Embora o objetivo do ensaio consista na detecdo de aberragdes cromossomicas
estruturais, deve registar-se a frequéncia de poliploidia e de endorreduplicagio,
quando ocorram (ver ponto 2).

Proficiéncia do laboratorio

A fim de estabelecer um nivel de experiéncia suficiente antes da utilizagdo
rotineira do ensaio, o laboratorio deve ter efetuado uma série de experiéncias
com produtos quimicos de referéncia positivos que atuem por diferentes meca-
nismos, bem como varios controlos negativos (utilizando varios solventes ou
veiculos). As respostas observadas nos controlos positivos e negativos devem
ser coerentes com as referéncias bibliograficas. Este critério ndo ¢ aplicavel a
laboratorios com a experiéncia, isto ¢, que disponham de uma base de dados
histdricos, como definido no ponto 37.

Deve investigar-se uma selegdo de produtos quimicos de controlo positivos (ver
quadro 1 no ponto 26), aplicados em tratamentos de curta ¢ de longa duragdo na
auséncia de ativacao metabdlica, bem como num tratamento curto na presenga de
ativacdo metabolica, a fim de demonstrar a proficiéncia para detetar produtos
quimicos clastogénicos e determinar a eficacia do sistema de ativagdo metabdlica.
A gama de concentragdes dos produtos quimicos selecionados deve ser escolhida
de forma a proporcionar aumentos reprodutiveis e dependentes da concentragido
relativamente a base, de forma a demonstrar a sensibilidade ¢ a gama dindmica
do sistema de ensaio.
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Dados historicos de controlo

O laboratoério deve elaborar:
— Um historial da gama e distribui¢do dos controlos positivos,

— Um historial da gama e distribui¢do dos controlos negativos (amostras nio
tratadas, solvente).

Ao obter os primeiros dados para um historial de distribuicdo dos controlos
negativos, os controlos negativos em paralelo devem ser coerentes com os dados
de controlo publicados, caso existam. A medida que forem sendo adicionados
mais dados experimentais a distribuicdo dos controlos, os controlos negativos em
paralelo devem, de preferéncia, situar-se dentro dos limites de controlo de 95 %
daquela distribui¢do (44) (47). A base de dados historicos de controlo negativo
deve ser inicialmente constituida por um minimo de 10 experiéncias, embora de
preferéncia, seja constituida por, pelo menos, 20 experiéncias efetuadas em con-
digdes experimentais comparaveis. Os laboratorios devem utilizar métodos de
controlo de qualidade como graficos de controlo (p. ex., graficos C ou graficos
de barras (48)), para identificar a variabilidade dos seus dados de controlo po-
sitivo e negativo e demonstrar que, no seu laboratorio, a metodologia esta «sob
controlo» (44). Encontram-se na bibliografia (47) outras recomendagdes sobre a
forma de obter e utilizar os dados historicos (critérios de inclusdo e exclusao de
dados em séries historicas e critérios de aceitagdo para um determinado ensaio).

Quaisquer alteragdes ao protocolo experimental devem ser ponderadas em fungao
da sua coeréncia com as bases de dados historicos de controlo do laboratorio.
Quaisquer incoeréncias de monta devem traduzir-se na constituicdo de uma nova
base de dados histéricos de controlo.

Os dados relativos ao controlo negativo devem ser constituidos pela frequéncia
de células com aberragdes cromossomicas numa uUnica cultura ou na soma dos
replicados das culturas, como descrito no ponto 21. Os controlos negativos em
paralelo devem, de preferéncia, situar-se dentro dos limites de controlo de 95 %
da distribuicdo da base de dados histdricos de controlo negativo do laboratorio
(44) (47). Se os dados do controlo negativo realizado em paralelo se situarem
fora dos limites de controlo de 95 % podem ser aceitaveis para inclusdo no
historial de distribui¢do de controlo se ndo forem valores extremos e houver
indicios de que o sistema de ensaio esta «sob controlo» (ver ponto 37), bem
como provas da inexisténcia de erros humanos ou técnicos.

RESULTADOS E RELATORIO
Apresentacdo dos resultados

Deve avaliar-se a percentagem de células com aberragdes cromossomicas estru-
turais. As aberragdes cromatidicas e cromossomicas, classificados em subtipos
(quebras, intercambios), devem ser indicadas separadamente, com indicacdo do
respetivo niimero e frequéncia, no respeitante as culturas experimentais e de
controlo. A ocorréncia de lacunas ¢ registada e incluida no relatério separada-
mente, mas ndo ¢ contabilizada para o célculo da frequéncia total das aberragdes.
Deve registar-se a percentagem de poliploidia e/ou de células endorreduplicadas,
sempre que ocorram.

Durante a experiéncia principal para a dete¢do de aberragdes, devem ser regis-
tadas as medigdes da citotoxidade realizadas em paralelo com os ensaios, para
todas as culturas de controlo e para os casos de resposta negativa e positiva.

Devem ser fornecidos dados individuais das culturas. Além disso, todos os dados
devem ser apresentados sob a forma de um quadro.

Critérios de aceitabilidade

A aceitagdo do ensaio baseia-se nos seguintes critérios:

— A amostra de controlo negativo em paralelo é considerada aceitavel para
inclusdo na base de dados historicos de controlo negativo do laboratério do
modo descrito no ponto 39.
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— As amostras de controlo positivo (ver ponto 26) devem induzir respostas
compativeis com as incluidas na base de dados histéricos de controlo positivo
e produzir um aumento estatisticamente significativo relativamente ao con-
trolo negativo em paralelo.

— Devem respeitar-se os critérios de proliferagdo celular no controlo com sol-
vente (pontos 17 e 18).

— Foram testadas as trés condi¢des experimentais, salvo se uma delas produziu
resultados positivos (ver ponto 28).

— E analisavel um niimero adequado de células e concentragdes (pontos 31 e
21).

— Os critérios para a selecdo da concentragdo de topo sdo coerentes com o0s
descritos nos pontos 22, 23 e 24.

Avaliacdo e interpretacio dos resultados

Se forem cumpridos todos os critérios de aceitabilidade, o produto quimico em
estudo ¢ considerado inequivocamente positivo se, em qualquer das condi¢des
experimentais examinadas (ver ponto 28):

a) pelo menos uma das concentragdes de ensaio apresentar um aumento estatis-
ticamente significativo em relagdo ao controlo negativo,

b) o aumento, avaliado com base numa analise de tendéncias adequada, for
dependente da dose,

¢) nenhum dos resultados esta fora da distribuicdo dos dados historicos de con-
trolo negativo (p. ex., limites de controlo de 95 % com base numa distribui-
¢do de Poisson; ver ponto 39).

Se todos estes critérios estiverem preenchidos, o produto quimico em estudo €
considerado passivel de induzir aberragcdes cromossémicas em células de mami-
fero cultivadas no presente sistema de ensaio. As referéncias bibliograficas (49)
(50) (51) contém recomendagdes sobre os métodos estatisticos mais adequados.

Se forem cumpridos todos os critérios de aceitabilidade, o produto quimico em
estudo é considerado inequivocamente negativo se, em todas as condi¢des ex-
perimentais examinadas (ver ponto 28):

a) nenhuma das concentragdes de ensaio apresentar um aumento estatisticamente
significativo em relagdo ao controlo negativo,

b) ndo se observa nenhum aumento dependente da dose, avaliado com base
numa analise de tendéncias adequada,

c¢) todos os resultados se situam dentro da distribui¢do dos dados historicos de
controlo negativo (p. ex., limites de controlo de 95 % com base numa dis-
tribuigdo de Poisson; ver ponto 39).

O produto quimico em estudo ndo ¢ considerado passivel de induzir aberra¢des
cromossomicas em células de mamifero cultivadas no presente sistema de ensaio.

Nao existe nenhuma exigéncia concreta para a verificagdo de uma resposta
inequivocamente positiva ou negativa.

No caso de a resposta ndo ser inequivocamente positiva nem negativa como atras
descrito, ou para estabelecer a importincia bioldgica do resultado, os dados
devem ser avaliados por peritos e/ou uma investigacdo complementar. Neste
contexto, pode ser util a contagem de células adicionais (se adequado) ou a
realizagdo de uma nova experiéncia, eventualmente com alteragdo das condigdes
experimentais (intervalo diferente entre as concentragdes ou outras condi¢des de
ativagdo metabolica — p. ex., concentragdo ou origem do S9).

Em certos casos raros, mesmo apds uma investigacdo complementar, os dados
obtidos ndo permitirdo concluir um resultado positivo ou negativo, pelo que se
considerara que a resposta do produto quimico em estudo é ambigua.
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Um aumento do numero de células poliploides pode indicar que o produto
quimico em estudo apresenta potencial de inibicdo da mitose e de indugdo de
aberragdes cromossomicas numéricas. Um aumento do niimero de células com
cromossomas endorreduplicados pode indicar que o produto quimico em estudo
apresenta potencial de inibicdo da progressdo do ciclo celular (54) (2) (ver
ponto 2). Por conseguinte, deve registar-se separadamente a frequéncia de células
poliploides e de células com cromossomas endorreduplicados.

Relatorio de ensaio

Elementos a incluir no relatorio de ensaio:

Produto quimico em estudo:

— origem, nimero de lote e data-limite de utilizacdo, se conhecida
— estabilidade do produto quimico em estudo, se conhecida;

— solubilidade e estabilidade do produto quimico em estudo no solvente, se
conhecida;

— medic¢do do pH, da pressdo osmotica e da quantidade de precipitado no meio
de cultura ao qual foi adicionado o produto quimico em estudo, consoante o
que for adequado.

Substancia monocomponente:

— aspeto fisico, solubilidade em agua e outras propriedades fisico-quimicas
relevantes;

— dados de identificagdo quimica, como as denominagdes [UPAC ou CAS,
nimero CAS, codigo SMILES ou InChl, férmula estrutural, pureza, identi-
dade quimica das impurezas, se justificado e exequivel, etc.

Substancia multicomponentes, UVCB e misturas:

— caracterizagdo, na medida do possivel, da identidade quimica (ver acima),
ocorréncia quantitativa e propriedades fisico-quimicas relevantes dos
componentes.

Solvente:
— justificagdo da escolha do solvente.

— deve igualmente indicar-se a percentagem de solvente no meio de cultura
final.

Células:

— tipo e origem das células

— caracteristicas do cariotipo e adequacdo do tipo de células utilizadas;
— auséncia de micoplasmas, no caso das linhas celulares;

— no respeitante as linhas celulares, dados relativos a duragdo do ciclo celular,
ao tempo de duplicagdo e ao indice de proliferagio;

— sexo ¢ idade dos dadores de sangue; quaisquer informagdes pertinentes sobre
o dador, a utilizacdo de sangue completo ou de linfocitos e o agente mito-
génico utilizado;

— no respeitante as linhas celulares, nimero de passagens (se conhecido);
— no respeitante as linhas celulares, métodos de manutencdo das culturas;

— no respeitante as linhas celulares, nimero modal de cromossomas.



02008R0440 — PT — 14.10.2024 — 010.001 — 241

Condi¢oes de realizagdo do ensaio:

— identificacdo e concentracdo do produto quimico que bloqueia a metafase;
duragdo da exposi¢do da célula,

— concentragdo do produto quimico em estudo, expressa em concentragdo final
no meio de cultura (p. ex., pug ou mg/ml ou mM do meio de cultura).

— justificagdo para a selegdo das concentragdes e do nimero de culturas, in-
cluindo, por exemplo, dados sobre a citotoxicidade e sobre as limitagdes de
solubilidade;

— composi¢do dos meios e, quando aplicavel, concentragdo de CO,; teor de
humidade;

— concentracdo (e/ou volume) de solvente e de produto quimico em estudo
adicionado ao meio de cultura;

— temperatura de incubagdo;

— tempo de incubagdo;

— dura¢ao do tratamento;

— tempo decorrido entre o tratamento e a colheita das células;
— densidade celular da cultura de arranque, quando aplicével;

— tipo e composi¢do do sistema de ativagdo metabolica (fonte de S9, método de
preparagdo da mistura de S9, concentracdo ou volume da mistura de S9 e de
S9 no meio de cultura final, controlos de qualidade do S9);

— produtos quimicos de controlo positivo e negativo; concentragdo final para
cada condi¢ao de tratamento;

— métodos de preparagdo das laminas e técnica de coloragdo utilizada;

— critérios de aceitabilidade dos ensaios;

— critérios de contabilizagdo das aberragdes;

— numero de células em metafase analisadas;

— métodos de medi¢do da citotoxicidade;

— outros dados pertinentes relativos a citotoxicidade e ao método utilizado;

— critérios definidos para que o estudo seja considerado positivo, negativo ou
nio conclusivo;

— métodos utilizados para determinar o pH, a pressdo osmotica e a precipitagdo.
Resultados:

— ntimero de células tratadas e nimero de células colhidas por cultura, se forem
utilizadas linhas celulares

— medi¢des de citotoxidade (p. ex., RICC, RPD, IM); outras observagoes, se for
caso disso;

— informagdes sobre a duragdo do ciclo celular, o tempo de duplicagdo e o
indice de proliferagdo, no caso de linhas celulares;

— sinais de precipitagdo e instante da determinagdo;
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— defini¢do das aberragdes observadas, incluindo as lacunas;

— numero de células contadas, nimero de células com aberragdes cromossomi-
cas e tipo dessas aberragdes, discriminados para cada cultura exposta e de
controlo, incluindo e excluindo lacunas;

— alteragdes da ploidia (células poliploides e as células com cromossomas
endorreduplicados, apresentadas separadamente), se for caso disso;

— relagdo concentragdo-resposta, quando for possivel determina-la;

— dados (concentragdes e solventes) relativos aos controlos em paralelo, nega-
tivo (solvente) e positivo;

— dados historicos relativos aos controlos negativo (solvente) e positivo, indi-
cando intervalos, médias e desvios-padrdo e limites de controlo de 95 % para
a distribui¢do, bem como o numero de dados;

— andlise estatistica; valores p (probabilidade de significancia), caso sejam
conhecidos.

Discussdo dos resultados.
Conclusées.
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Apéndice 1

DEFINICOES

Aneuploidia: desvio, num Gnico ou em mais cromossomas, mas ndo por séries
completas de cromossomas (poliploidia), do numero diploide (ou haploide) nor-
mal de cromossomas.

Apoptose: morte celular programada, caracterizada por uma série de etapas
conducentes a desintegracdo das células em particulas envolvidas por membra-
nas, que sdo em seguida eliminadas por fagocitose ou excregao.

Proliferacao celular: aumento do numero de células por divisdo celular mitética.
Produto quimico: substancia ou mistura.

Quebra cromatidica: descontinuidade de um tinico cromatideo em que se veri-
fica um claro desalinhamento de um dos cromatideos.

Lacuna cromatidica: regido ndo corada (lesdo acromatica) de um tnico croma-
tideo em que se verifica um desalinhamento minimo do mesmo.

Aberrac¢ido cromatidica: lesdo estrutural de um cromossoma expressa na quebra,
ou na quebra seguida de unido, de cromatideos simples.

Aberragio cromossomica: lesdo estrutural de um cromossoma expressa na que-
bra, ou na quebra seguida de unido, de ambos os cromatideos no mesmo local.

Clastogénio: produto quimico causador de aberragdes cromossomaticas estrutu-
rais em populagdes celulares ou organismos eucarioticos.

Concentracdes: refere-se as concentragdes finais do produto quimico em estudo
no meio de cultura.

Citotoxicidade: no respeitante aos ensaios abrangidos pelo presente método de
ensaio que utilizam linhas celulares, a citotoxicidade ¢ definida como uma redu-
¢do na duplicagdo da populagdo em termos relativos (RPD) ou um aumento da
contagem celular (RICC) das células tratadas relativamente a amostra de controlo
negativo (ver ponto 17 e apéndice 2). No respeitante aos ensaios abrangidos pelo
presente método de ensaio que utilizam culturas primarias de linfocitos, a cito-
toxicidade ¢ definida como uma reducdo do indice mitotico (IM) das células
tratadas relativamente a amostra de controlo negativo (ver ponto 18 e apéndice
2).

Endorreduplicacio: processo mediante o qual, na sequéncia de um periodo S de
replicagdo do ADN, o nucleo nao sofre mitose, iniciando-se um novo periodo S,
que resulta em cromossomas com 4, 8, 16, ... cromatideos.

Genotoxico: termo geral que abrange todos os tipos de danos no ADN ou nos
cromossomas, incluindo quebras, supressdo de segmentos, adugdes, ligagdes e
alteragdes nucleotidicas, rearranjos, mutacdes génicas, aberragdes cromossomati-
cas e aneuploidia. Nem todos os tipos de efeitos genotoxicos originam mutagdes
ou danos cromossomaticos estaveis.

indice mitético (IM): relagio entre o niimero de células em metéfase e o namero
total de células observadas numa populagdo de células, que fornece uma indica-
¢do do grau de proliferagdo da populagdo em causa.

Mitose: divisdo do nucleo celular, habitualmente subdividida em profase, pro-
metafase, metafase, anafase e telofase.

Mutagénico: que produz uma alteracio hereditaria de sequéncias de pares de
bases do ADN em genes, ou da estrutura dos cromossomas (aberragdes cromos-
somaticas).
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Aberrag¢io numérica: alteragdo do numero de cromossomas relativamente ao
nimero de cromossomas caracteristico das células utilizadas.

Poliploidia: aberragdes cromossomaticas numéricas em células ou organismos,
que abrangem uma ou mais séries completas de cromossomas — por oposi¢ao a
aneuploidia, que abrange um ou mais cromossomas.

Estatuto da proteina p53: A proteina p53 participa na regulagdo do ciclo
celular, na apdptose e na reparagdo do ADN. As células com défice de proteina
funcional p53, incapazes de bloquear o ciclo celular ou de eliminar as células
danificadas por apoptose ou por outros mecanismos (p. ex., indugdo de reparagido
do ADN) relacionados com as fungdes do p53 em resposta a danos no ADN,
devem, em teoria, ser mais atreitas a mutagdes genéticas ou a aberragdes cro-
mossomicas.

Aumento relativo da contagem celular («KRICC», de «relative increase in cell
count»): razdo entre o aumento do niimero de células nas culturas expostas ao
produto quimico e o aumento do numero de culturas nio tratadas, expressa em
percentagem.

Duplicacio da populag¢io em termos relativos (em inglés «<RPD», de «relative
population doubling»): razio entre o aumento do niimero de duplicacdes de
populagdo nas culturas expostas ao produto quimico e nas culturas ndo tratadas,
expressa em percentagem.

Fracdo S9 de figado: sobrenadante apds centrifugacdo do homogeneizado de
figado a 9 000 g (extrato de figado em bruto).

Mistura S9: mistura de fragdo S9 de figado e co-fatores necessarios a atividade
enzimatica metabolica.

Amostra de controlo do solvente: termo geral que define as culturas de controlo
tratadas apenas com solvente, para dissolver o produto quimico em estudo.

Aberragio estrutural: alteracdo da estrutura dos cromossomas detetavel por
exame microscopico das células em metafase, na forma de supressdo de segmen-
tos, de alteragdes de partes da sequéncia ou da troca de segmentos num croma-
tideo ou entre cromatideos.

Produto quimico em estudo: Qualquer substincia ou mistura a qual seja apli-
cado o presente método de ensaio.

Amostras de controlo nio tratadas: culturas que ndo sujeitas a qualquer trata-
mento (com um produto quimico em estudo ou solvente), mas sdo processadas
simultaneamente ¢ do mesmo modo que as culturas sujeitas a tratamento com o
produto quimico em estudo.
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Apéndice 2

FORMULAS DE QUANTIFICACAO DA CITOTOXICIDADE

indice mitético (IM):

Numero de células mitdticas
MI(%) = x 100
(%) Numero total de células contadas

Recomenda-se o recurso ao aumento relativo da contagem celular (RICC) ou
a duplicacdo da populacido em termos relativos (RPD), pois ambos os para-
metros tém em conta a propor¢do de células que sofreu divisdo na populagdo
celular.

(Aumento do numero de células nas culturas tratadas(final — inicio))

RICC(%) = x 100
%) (Aumento do nimero de células nas culturas de controlo(final — inicio))
RPD(%) — (N°de du;.)licaf;f)es de populaigéo nas culturas tratadas) « 100
(N°de duplicagdes de populagéo nas culturas de controlo)
em que:

Duplicac¢io da populacio = [log (n.° de células apds tratamento + n.° inicial de
células)] + log 2

Por exemplo, um RICC ou uma RPD de 53 % corresponde uma citotoxicidade/
/citostase de 47 % e uma citotoxicidade/citostase de 55 %, determinada com base
no IM, indica que o IM real é de 45 % do controlo.

Em qualquer caso, deve determinar-se o niimero de células antes do tratamento,
bem como nas culturas tratadas e de controlo negativo.

Embora o RCC (isto ¢, nimero de células nas culturas tratadas/culturas de con-
trolo) tinha sido utilizado como parametro de citotoxicidade no passado, deixou
de ser recomendado, uma vez que pode subestimar a citotoxicidade.

Nas culturas de controlo negativas, a duplicagdo da populagdo deve ser compa-
tivel com a exigéncia de colher as células, apds tratamento, num instante equi-
valente a 1,5 ciclos celulares normais, devendo o indice mitotico ser suficiente-
mente elevado para obter um niimero suficiente de células em mitose e calcular
de um modo fiavel a redugdo de 50 %.
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B.11. ENSAIO DE ABERRACOES CROMOSSOMICAS EM CELULAS
DA MEDULA DE MAMIFEROS

INTRODUCAO

O presente método de ensaio ¢ equivalente ao Test Guideline 475 (2016) da
OCDE. Faz parte integrante de uma série de métodos de ensaio no dominio da
toxicologia genética. Esta disponivel um documento da OCDE que fornece in-
formagdes sucintas sobre ensaios de toxicologia genética e resume as alteragdes
recentemente efetuadas as orientagdes da OCDE nesse dominio (1).

O ensaio in vivo de aberragdes cromossomicas da medula 6ssea de mamiferos ¢
particularmente importante para a avaliagdo da genotoxicidade, visto que, embora
possam variar de espécie para espécie, os fatores do metabolismo in vivo, da
farmacocinética e dos processos de reparacdo do ADN estdo ativos e contribuem
para as respostas. Os ensaios in vivo sdo igualmente Uteis para a investigagdo
suplementar da genotoxicidade detetada in vitro.

O ensaio de aberragdes cromossomicas em células da medula de mamiferos é
utilizado para a detecdo de aberragdes cromossOmicas estruturais induzidas pelos
produtos quimicos em estudo em células da medula de animais, geralmente
roedores — (2), (3), (4) e (5). As aberragdes cromossOmicas estruturais podem
ser de dois tipos, um afetando os cromossomas, o outro os cromatideos. Embora
as aberragdes genotoxicas induzidas por produtos quimicos sejam, na sua maio-
ria, cromatidicas, podem também ocorrer aberragdes cromossomicas. As lesoes
cromossomicas ¢ os eventos relacionados causam diversas doengas genéticas
humanas, havendo provas substanciais de que, quando causam alteragdes nos
oncogenes ¢ nos genes supressores de tumores das células somaticas, estas lesdes
e os eventos relacionados tém influéncia na indugdo de cancro nos seres humanos
e nos animais utilizados em experiéncias. Em ensaios de aberragdes cromosso-
micas in vivo pode observar-se poliploidia (incluindo endorreduplicag@o). Con-
tudo, o aumento da poliploidia, por si so, ndo ¢ indicativo do potencial aneugé-
nico, podendo indicar simplesmente uma perturbacdo do ciclo celular ou citoto-
xicidade. O presente ensaio ndo ¢ concebido para detetar a aneuploidia. Os
ensaios in vivo e in vitro recomendados para a detecdo de aneuploidia sdo,
respetivamente, o ensaio in vivo de microntcleos em eritrocitos de mamiferos
(capitulo B.12 do presente anexo) e o ensaio in vitro de micronticleos em células
de mamiferos (capitulo B.49 do presente anexo).

As definigdes utilizadas figuram no apéndice 1.

CONSIDERACOES INICIAIS

O presente ensaio utiliza, normalmente, roedores mas, em alguns casos, podem
ser adequadas outras espécies, mediante justificacdo cientifica. A medula é o
tecido objeto do ensaio, por se tratar de um tecido altamente vascularizado e
conter uma populagdo de células com grande ritmo de duplicagdo que podem ser
facilmente isoladas e processadas. A justificagdo cientifica para a utilizacdo de
outras espécies que ndo ratos ou ratinhos deve constar do relatério. Se se utili-
zarem espécies que ndo sejam roedores, recomenda-se que a medigdo das aber-
ragdes cromossomicas da medula Ossea seja integrada noutro ensaio de toxici-
dade adequado.

Se houver provas de que nem os produtos quimicos em estudo nem os seus
metabolitos entram em contacto com o tecido-alvo, o presente ensaio pode ndo
ser adequado.

Antes da aplicacdo do método de ensaio a uma mistura para obter dados com fins
regulamentares, importa ponderar se — e, em caso afirmativo, por que motivo —
o método pode proporcionar resultados adequados para o efeito. Tais considera-
¢des sdo desnecessarias se houver um requisito regulamentar para o ensaio da
mistura.
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PRINCIPIO DO METODO DE ENSAIO

Os animais sdo expostos ao produto quimico em estudo através de um modo de
exposicdo apropriado. Ao cabo de um periodo pods-exposicdo adequado,
eutanasiam-se (por métodos humanos). Antes da eutanasia, tratam-se com um
agente fixador da metafase (p. ex., colquicina ou colcemida). Fazem-se, segui-
damente, preparagdes de cromossomas a partir de células da medula: apos colo-
ragdo, analisam-se as células em metafase para detetar aberracdes cromossomicas.

VERIFICACAO DA PROFICIENCIA DO LABORATORIO
Determinagdo da proficiéncia

A fim de adquirir experiéncia suficiente com o ensaio antes da sua utilizagdo
rotineira, o laboratorio deve demonstrar aptiddo para reproduzir os resultados
previstos com base nos dados publicados (p. ex., (6)), no respeitante a frequéncia
das aberragdes cromossomicas, com um minimo de dois produtos quimicos de
controlo positivo (incluindo respostas fracas induzidas por baixas doses de con-
trolos positivos), nomeadamente os resultados que constam do quadro 1, e com
controlos compativeis veiculo/solvente (ver ponto 22). Nestas experiéncias devem
utilizar-se doses que originem aumentos reprodutiveis e dependentes das doses e
demonstrem a sensibilidade e a gama dindmica do sistema de ensaio no tecido
em causa (medula o6ssea), recorrendo ao método de classificagdo a utilizar no
laboratorio. Este requisito ndo ¢ aplicavel a laboratorios com experiéncia, isto &,
que disponham de uma base de dados histdricos, conforme defini¢do nos pontos
10-14.

Dados historicos de controlo

Na determinago da proficiéncia, o laboratorio deve estabelecer:

— um historial da gama e da distribuicdo dos controlos positivos, e

— um historial da gama e da distribuicdo dos controlos negativos.

Ao obter os primeiros dados para um historial da distribuigdo dos controlos
negativos, os controlos negativos em paralelo devem ser coerentes com os dados
de controlo eventualmente publicados. A medida que forem sendo adicionados
mais dados experimentais ao historial de distribuicdo dos controlos, os controlos
negativos em paralelo devem, de preferéncia, situar-se dentro dos limites de
controlo de 95 % daquela distribui¢do. A base de dados historicos do laboratorio
sobre o controlo negativo deve ser estatisticamente solida, a fim de garantir a
capacidade do laboratorio para avaliar a distribui¢do dos seus dados de controlo
negativo. A bibliografia sugere que podem ser necessarios, no minimo, 10 en-
saios, devendo, de preferéncia, efetuar-se, pelo menos, 20 ensaios em condigdes
experimentais comparaveis. Os laboratorios devem utilizar métodos de controlo
de qualidade como graficos de controlo (p. ex., graficos C ou graficos de barras
(7)), para identificar a variabilidade dos seus dados e demonstrar que, no seu
laboratoério, a metodologia esta sob controlo. Encontram-se na bibliografia (8)
outras recomendagdes sobre a forma de obter e utilizar os dados historicos
(critérios de inclusdo e exclusdo de dados em séries historicas e critérios de
aceitacdo para um determinado ensaio).

Se o laboratorio ndo realizar um numero suficiente de ensaios para estabelecer a
distribuigdo estatisticamente solida das amostras de controlo negativo (ver
ponto 11) durante a determinagdo da proficiéncia (descrita no ponto 9), ¢ acei-
tavel que a distribui¢do possa ser definida nos primeiros ensaios de rotina. Esta
abordagem deve seguir as recomendagdes enunciadas na bibliografia (8); os
resultados de controlo negativo obtidos com estes ensaios devem ser coerentes
com os dados de controlo negativo publicados.
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Quaisquer alteragdes ao protocolo experimental devem ser ponderadas em fungdo
do seu impacto nos dados resultantes, que devem permanecer coerentes com as
bases de dados historicos de controlo de que o laboratorio dispde. Apenas as
incoeréncias mais expressivas devem traduzir-se na criacdo de uma nova base de
dados historicos de controlo, caso um parecer de perito determine que a distri-
buigdo difere da anterior (ver ponto 11). Durante 0 novo processo, pode ndo ser
necessaria uma base de dados de controlo negativo completa para permitir a
realizagdo de um ensaio real, desde que o laboratorio possa demonstrar que os
valores de controlo negativo em paralelo permanecem coerentes com a base de
dados anterior ou com os correspondentes dados publicados.

Os dados de controlo negativo devem consistir na incidéncia de aberragdes
cromossomicas estruturais (excluindo lacunas) em cada animal. Os controlos
negativos em paralelo devem, de preferéncia, situar-se dentro dos limites de
controlo de 95 % da distribui¢do da base de dados histéricos do laboratério sobre
o controlo negativo. Os dados do controlo negativo realizado em paralelo que se
situem fora dos limites de controlo de 95 % sdo aceitaveis para inclusdo no
historial de distribui¢do de controlo se ndo forem valores extremos e ainda se
houver indicios de que o sistema de ensaio esta «sob controlo» (ver ponto 11) e
ndo houver indicios da existéncia de erros humanos ou técnicos.

DESCRICAO DO METODO
Preparacées
Escolha da espécie animal

Devem ser utilizados animais adultos, jovens e saudaveis das espécies de labo-
ratorio mais comuns. Utilizam-se geralmente ratos, embora possam também ser-
vir ratinhos. Pode utilizar-se qualquer outra espécie adequada de mamifero, se o
relatorio fornecer uma justificagdo cientifica.

Condigées de alojamento e de alimentagdo dos animais

No caso dos roedores, a temperatura na sala onde se encontram os animais deve
ser de 22 °C (£ 3 °C). Embora a humidade relativa ideal seja de 50-60 %, na
pratica pode descer a 40 %, ndo devendo exceder 70 %, exceto durante a lava-
gem do biotério. A iluminagdo deve ser artificial, com uma alternancia de 12
horas de luz e 12 horas de escuriddo. Na alimentagdo, podem utilizar-se dietas
convencionais de laboratorio e deve ser fornecida dgua de beber sem restrigoes.
Se o produto quimico em estudo for administrado pela alimentagdo, a escolha da
dieta podera ser condicionada pela necessidade de assegurar a dosagem ade-
quada. Os roedores devem ser alojados em pequenos grupos (ndo mais de cinco
por gaiola) do mesmo sexo e grupo de tratamento — caso ndo se preveja nenhum
comportamento agressivo —, de preferéncia em gaiolas com pavimento sélido e
enriquecimento ambiental adequado. Os animais s6 podem ser alojados indivi-
dualmente se tal se justificar do ponto de vista cientifico.

Preparagdo dos animais

Utilizam-se, como regra geral, animais adultos jovens saudaveis (no caso dos
roedores, idealmente com 6-10 semanas de idade no inicio do tratamento, embora
sejam aceitaveis animais ligeiramente mais velhos), distribuidos aleatoriamente
pelos grupos de controlo e pelos grupos de exposi¢do. Os animais sdo identifi-
cados de forma inequivoca, utilizando um método humano minimamente inva-
sivo (p. ex., colocagdo de anilhas, marcagdes, microchips ou identificacdo bio-
métrica, mas sem cortes nas orelhas ou nas falanges) e devem ser aclimatados as
condigdes de laboratorio durante, pelo menos, cinco dias. As gaiolas devem ser
dispostas de forma a minimizar possiveis efeitos derivados do seu posiciona-
mento. Deve evitar-se a contaminagdo cruzada pelo controlo positivo e pelo
produto quimico em estudo. No inicio do estudo, a variagdo de peso entre os
animais deve ser minima, ndo excedendo + 20 % do peso médio de cada sexo.

Preparagdo das doses

Os produtos quimicos em estudo na forma solida devem ser dissolvidos ou
suspensos em solventes ou veiculos adequados, ou ainda misturados na dieta
ou na agua potavel antes da sua administracdo aos animais. Os produtos quimi-
cos em estudo liquidos podem ser administrados diretamente ou diluidos antes da
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sua administragdo. No caso de exposi¢des por inalacdo, os produtos quimicos em
estudo podem ser administrados sob a forma de gas, vapor ou aerossol solido/
/liquido, consoante as respetivas propriedades fisico-quimicas. Devem utilizar-se
preparagdes frescas do produto quimico em estudo, a menos que os dados de
estabilidade demonstrem que o mesmo pode ser armazenado e determinem as
condi¢des de armazenagem adequadas.

Solvente/veiculo

O solvente/veiculo ndo deve produzir efeitos toxicos nas doses utilizadas nem ser
suscetivel de reagir com o produto quimico em estudo. Caso se utilizem solven-
tes/veiculos cujas propriedades ndo se encontrem totalmente elucidadas, devem
fornecer-se dados que justifiquem a sua compatibilidade. Sempre que possivel,
recomenda-se a utilizagdo prioritaria de um solvente/veiculo aquoso. A agua, o
soro fisiolodgico, uma solugao de metilcelulose, uma solugdo de sal de sddio de
carboximetilcelulose, o azeite e o 6leo de milho constituem exemplos de solven-
tes/veiculos compativeis de utilizagdo comum. Na auséncia de dados de controlo
historicos ou publicados que demonstrem que o solvente/veiculo atipico esco-
lhido ndo induz nenhuma aberragdo estrutural ou outros efeitos deletérios, deve
realizar-se um ensaio preliminar destinado a estabelecer a aceitabilidade do con-
trolo do solvente ou veiculo.

Controlos
Amostras de controlo positivas

Como regra geral, deve incluir-se em cada ensaio um grupo de animais expostos
a um produto quimico de controlo positivo. Este principio pode ndo ser respei-
tado caso o laboratdrio de ensaio tenha demonstrado aptidao para a realizagdo do
ensaio e estabelecido um historial de gamas de controlos positivos. Se ndo for
incluido um grupo de controlo positivo paralelo, cada experiéncia deve com-
preender controlos de contagem (laminas fixas e ndo coradas). Estes podem
ser realizados mediante a inclusdo, no estudo, de amostras de referéncia adequa-
das obtidas e armazenadas a partir de um controlo positivo em separado efetuado
a intervalos regulares (p. ex., todos os 6-18 meses), no laboratério em que o
ensaio ¢ realizado: por exemplo, em testes de proficiéncia e, subsequentemente,
de uma forma regular, se necessario.

Os produtos quimicos de controlo positivo devem produzir, de forma fiavel, um
aumento detetavel na frequéncia das células com aberragdes cromossomicas es-
truturais em relagdo ao nivel de ocorréncia espontanea. A dose de controlo
positiva a administrar deve ser escolhida de modo a que os seus efeitos sejam
claros mas também a que as amostras codificadas ndo sejam imediatamente
identificadas pelo operador que procede as leituras. E aceitdvel que o controlo
positivo seja administrado por uma via diferente da substidncia em estudo, de
acordo com um calendario diferente, ¢ que a amostragem seja realizada num
Unico instante. Se se justificar, deve considerar-se a possibilidade de utilizar
produtos quimicos de uma classe relacionada para o controlo positivo. O quadro 1
inclui exemplos de produtos quimicos de controlo positivo.

Quadro 1

Exemplos de substincias de controlo positivo

Produto quimico N.° CAS

Metanossulfonato de etilo 62-50-0

Metanossulfonato de metilo 66-27-3

Etilnitrosureia 759-73-9

Mitomicina C 50-07-7
Ciclofosfamida mono-hidratada 50-18-0 (6055-19-2)

Trietilenomelamina 51-18-3
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Controlos negativos

Todas as amostragens devem incluir animais do grupo de controlo negativo,
tratados do mesmo modo que os animais dos grupos de exposigdo, exceto o
facto de ndo serem expostos a substincia quimica em estudo. Se se utilizar
um solvente/veiculo para administrar o produto quimico em estudo, o grupo de
controlo deve receber esse solvente/veiculo. No entanto, se os dados historicos de
controlo negativo demonstrarem, para cada tempo de amostragem e laboratorio
de ensaio, a coeréncia da variabilidade entre animais e da frequéncia de células
com aberragdes estruturais, pode ser necessaria apenas uma amostra de controlo
negativo. Em caso de recurso a uma unica amostragem para os controlos nega-
tivos, esta deve corresponder ao primeiro tempo de amostragem utilizado no
estudo.

PROCEDIMENTO DE ENSAIO

Nuimero e sexo dos animais

Em geral, a resposta do microntcleo ¢ idéntica nos machos e nas fémeas (9),
prevendo-se que o mesmo se verifique no caso das aberragdes cromossomicas
estruturais; por conseguinte, os estudos podem, na sua maioria, ser realizados
com animais de qualquer sexo. A existéncia de dados que demonstrem diferengas
importantes entre machos e fémeas (p. ex., diferengas em termos de toxicidade
sistémica, metabolismo, biodisponibilidade, toxicidade para a medula 6ssea, etc.,
que incluam, nomeadamente, um estudo exploratorio) recomenda a utilizagdo de
animais de ambos os sexos. Neste caso, podera ser adequado um estudo com
ambos o0s sexos: por exemplo, no contexto de um estudo de toxicidade de dose
repetida. Pode justificar-se o recurso ao modelo fatorial caso se utilizem animais
de ambos os sexos. O apéndice 2 debruca-se sobre a andlise dos dados por
recurso a este modelo.

A dimensdo dos grupos deve ser estabelecida no inicio do estudo, para que se
disponha de um minimo de 5 animais analisaveis de um sexo ou (se se utilizarem
ambos os sexos) de cada sexo, por grupo. Nos casos em que a exposi¢do humana
aos produtos quimicos possa ser especifica de cada sexo, como acontece com
alguns produtos farmacéuticos, o ensaio deve ser executado com animais do sexo
em causa. A titulo de orientagdo, um estudo com medula déssea realizado com
dois tempos de amostragem, trés grupos de doses e um grupo de controlo
negativo em paralelo, além de um grupo de controlo positivo (composto por
cinco animais do mesmo sexo), necessita, no maximo, de 45 animais.

Doses

Se for realizado um estudo preliminar para avaliagdo da gama de doses a admi-
nistrar, por ndo estarem disponiveis dados apropriados de apoio a selegdo de
doses, esse estudo deve ter lugar no mesmo laboratorio, utilizando a mesma
espécie, a mesma linha celular, 0 mesmo sexo ¢ o mesmo regime de exposicdo
do estudo principal (10). O estudo deve procurar identificar a dose maxima
toleravel (DMT), definida como a dose mais elevada que se tolera sem sinais
de toxicidade limitativa do estudo, relativamente a sua duragdo (p. ex., induzindo
quebras do peso corporal ou citotoxicidade para o sistema hematopoiético), mas
sem causar a morte nem sinais de dor, sofrimento ou tensdo que levem a euta-
nasia por meios humanos (11).

Pode igualmente definir-se dose mais elevada como uma dose que produz in-
dicacdes de toxicidade para a medula Ossea.

Os produtos quimicos que apresentam saturacdo de propriedades toxicocinéticas
ou induzem processos de desintoxicag@o passiveis de conduzir a uma diminuigado
da exposicdo apos um tratamento a longo prazo podem constituir uma excegao
aos critérios de base de fixacdo da dose, devendo ser avaliados numa base
casuistica.

Um estudo completo destinado a obter informag&o sobre a resposta as doses deve
incluir um grupo de controlo negativo e, no minimo, trés doses espacadas,
geralmente, por um fator de 2, mas ndo superior a 4. Se o produto quimico
em estudo ndo produzir efeitos toxicos num estudo de avaliagdo da gama de
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doses ou com base em dados existentes, a dose mais elevada administrada de
uma s6 vez deve ser de 2 000 mg/kg de peso corporal. Contudo, se o produto
quimico em estudo ndo provocar toxicidade, a DMT deve coincidir com a dose
maxima administrada, e as doses utilizadas devem, de preferéncia, abranger uma
gama compreendida entre a dose que produz a toxicidade méaxima e uma dose
que produz uma toxicidade baixa ou nula. Caso se observe toxicidade no
tecido-alvo (medula dssea) com todas as doses de ensaio, recomenda-se a reali-
zacdo de um estudo complementar com doses ndo toxicas. Os estudos destinados
a caracterizar de modo mais preciso a informagdo quantitativa dose-resposta
podem exigir outras gamas de doses. Estes limites podem variar para certos tipos
de produtos quimicos em estudo abrangidos por exigéncias especificas (p. ex.,
medicamentos para uso humano).

Ensaio no limite

Se os estudos de avaliagdo da gama de doses ou dados existentes relativos a
espécies animais afins indicarem que um regime de tratamento com, pelo menos,
a dose-limite (adiante descrita) ndo produz efeitos toxicos observaveis (entre os
quais a inibicdo da proliferacdo da medula 6ssea ou outros sinais de citotoxici-
dade no tecido-alvo) e nao for de prever a ocorréncia de genotoxicidade, com
base em estudos de genotoxicidade in vitro ou dados referentes a produtos
quimicos estruturalmente afins, pode ndo ser necessario um estudo completo
com trés doses, desde que se tenha demonstrado que o(s) produto(s) quimico(s)
em estudo atinge(m) o tecido-alvo (medula o6ssea). Em tais casos, pode ser
suficiente uma dose unica (a dose-limite). Para um periodo de administragdo
superior a 14 dias, a dose-limite ¢ de 1 000 mg/kg de peso corporal/dia. Para
periodos de administracdo iguais ou inferiores a 14 dias, a dose-limite ¢ de
2 000 mg/kg de peso corporal/dia.

Administracdo das doses

Na conce¢do de um ensaio, deve ponderar-se a via prevista de exposi¢do hu-
mana. Por conseguinte, podem escolher-se, com justificagdo, vias de exposi¢do
como a alimentagdo, a agua de beber, as vias tdpica, subcutinea, intravenosa e
oral (por sonda gastrica), a inalagdo, a via intratraqueal ou os implantes. Em
qualquer caso, a via deve ser escolhida de modo a garantir a exposi¢do adequada
do(s) tecido(s)-alvo. A injeg@o intraperitoneal, ndo é, em geral, recomendada,
pois ndo se trata de uma via prevista de exposicdo humana, s6 devendo
utilizar-se com justificag@o cientifica especifica. Se o produto quimico em estudo
for misturado na alimentacdo ou na agua de beber, especialmente no caso de
dose unica, deve ter-se o cuidado de prever um intervalo suficiente entre a
ingestdo dos alimentos ou da agua e a amostragem, para permitir detetar os
efeitos (ver pontos 33-34). O volume maximo de liquido que pode ser adminis-
trado por gavagem (sonda gastrica) ou por injecdo, numa toma, depende do
tamanho do animal, ndo devendo exceder 1 ml/100 g de peso corporal;
excetuam-se as solugdes aquosas, que podem ser administradas na propor¢ado
maxima de 2 ml/100 g de peso corporal. Deve justificar-se a utilizagdo de
volumes mais elevados. Exceto no caso de produtos quimicos irritantes ou cor-
rosivos, que normalmente produzem efeitos exacerbados em concentracdes supe-
riores, a variabilidade no volume de ensaio deve ser minimizada ajustando a
concentragdo de modo a garantir a administragdo a um volume constante relati-
vamente a massa corporal, em todas as doses.

Programaciao do ensaio

Os produtos quimicos em estudo s@o geralmente administrados numa exposi¢ao
unica, podendo, contudo, ser administrados em dose dividida (ou seja, duas ou
mais exposi¢des no mesmo dia, separadas por ndo mais de 2-3 horas), para
facilitar a administragdo de grandes volumes. Nestas circunstancias, ou no caso
da administracdo do produto quimico por inalagdo, a amostragem deve ser pro-
gramada em fung¢do do momento da dltima administragdo ou do termo da ex-
posicao.

Ha poucos dados disponiveis sobre a adequacdo ao presente ensaio de um
protocolo por doses repetidas. Contudo, nos casos em que for desejavel integrar
este ensaio com um ensaio de toxicidade de dose repetida, deve ter-se o cuidado
de evitar a perda de células mitoticas com danos cromossomaticos, passivel de
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ocorrer com doses toxicas. Essa integragdo ¢ aceitavel se a dose mais elevada for
igual ou superior a dose-limite (ver ponto 29) e for administrado um grupo de
doses que abranja a dose-limite durante o periodo de tratamento. O ensaio do
micronucleo (método B.12) deve considerar-se o ensaio in vivo recomendado de
aberragdes cromossomicas quando se pretende a integragdo com outros estudos.

As amostras de medula dssea devem ser colhidas em dois momentos diversos
ap6s um unico tratamento. No caso dos roedores, a primeira amostra deve ser
colhida apds o tempo necessario para completar 1,5 ciclos celulares normais, que
¢, normalmente, de 12-18 horas apods a exposi¢ao. Dado que o tempo necessario
para a absor¢do e para o metabolismo do(s) produto(s) quimico(s) em estudo,
bem como o seu efeito sobre a cinética do ciclo celular, podem afetar o momento
6timo para a detegdo de uma eventual aberragdo cromossomica, recomenda-se a
recolha de uma segunda amostra 24 horas ap6s a primeira. A primeira amos-
tragem para analise deve abranger todos os grupos de doses; no entanto, na(s)
amostragem(ns) posterior(es) s6 serd necessario administrar a dose mais elevada.
Se, com justificacdo cientifica, forem utilizados regimes de administragdo ao
longo de mais de um dia, deve, geralmente, colher-se uma amostra a cerca de
1,5 ciclos celulares normais apds a exposig¢ao final.

Apoés a exposi¢do e antes da amostragem, os animais sdo injetados intraperito-
nealmente com uma dose apropriada de um agente fixador da metafase (por
exemplo, colcemida ou colquicina), sendo as amostras colhidas ap6s um periodo
adequado. No caso dos ratinhos, esse periodo ¢ de cerca de 3-5 horas e, no caso
dos ratos, de 2-5 horas. As células da medula sdo colhidas, dilatadas, fixadas,
coloridas e analisadas para dete¢do de aberragdes cromossoémicas.

Exames

Devem ser feitas observagdes clinicas gerais dos animais em estudo,
registando-se os respetivos sinais clinicos pelo menos uma vez por dia, de
preferéncia a(s) mesma(s) hora(s), tendo em conta o periodo de pico dos efeitos
previstos ap6s a administragdo da dose. Durante o periodo de exposigdo, devem
observar-se todos os animais pelo menos duas vezes por dia, para a detegdo de
sinais de morbilidade e mortalidade. Todos os animais devem ser pesados no
inicio do estudo, bem como, pelo menos, uma vez por semana (em estudos com
doses repetidas) e no momento da eutanasia. Nos estudos com a duragd@o minima
de uma semana, o consumo de alimentos deve ser medido pelo menos uma vez
por semana. Se o produto quimico em estudo for administrado através da dgua de
beber, deve medir-se o consumo desta em cada mudanca de agua e pelo menos
uma vez por semana. Os animais que exibam indicadores ndo letais de toxicidade
excessiva devem ser eutanasiados (por métodos humanos) antes da conclusdo do
periodo de ensaio (11).

Exposiciao dos tecidos-alvo

Sempre que se justifique e nos casos em que nao haja outros dados de exposi¢do
(ver ponto 44), deve colher-se uma amostra de sangue em momentos oportunos,
a fim de permitir a determinag@o dos niveis dos produtos quimicos em estudo no
plasma, tendo em vista comprovar que ocorreu exposi¢cdo da medula dssea.

Preparacio da medula 6ssea e dos cromossomas

Imediatamente apds a eutanasia (por métodos humanos), retiram-se células da
medula 6ssea dos fémures ou das tibias dos animais, expdem-se a uma solugéo
hipotonica e fixam-se. As células em metafase sdo depois espalhadas nas laminas
e coradas por métodos bem definidos [ver (3) (12)].
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Analise

Todas as laminas, incluindo as dos controlos positivos e negativos, devem ser
codificadas independentemente antes da analise, a qual deve ser realizada de
forma aleatoria, para que o operador ndo conhega o tipo de tratamento.

Como medida da citotoxicidade, deve determinar-se o indice mitdtico em pelo
menos 1 000 células por animal, para todos os animais expostos a substincia em
estudo (incluindo os controlos positivos), para os animais ndo expostos e para os
animais nao expostos do controlo negativo com o veiculo/solvente.

Devem analisar-se, pelo menos, 200 metafases por animal, para pesquisa de
aberragdes cromossOmicas estruturais, incluindo e excluindo lacunas (6).
No entanto, se os dados historicos relativos ao controlo negativo indicarem
que a frequéncia de aberragdes cromossomicas estruturais de fundo no laboratério
de ensaio ¢ < 1 %, deve ponderar-se a contagem de células adicionais. Devem
registar-se separadamente as aberragdes cromatidicas e cromossOmicas,
classificando-as em subtipos (quebras, intercdmbios). Os procedimentos utiliza-
dos no laboratorio devem assegurar que a analise de aberragdes cromossomicas é
efetuada por operadores com formagao adequada, com avaliagdo interpares se for
caso disso. Dado que os procedimentos de preparagdo das laminas dao frequen-
temente lugar a rutura de uma determinada propor¢do das células em metafase,
com perda dos cromossomas, as células contabilizadas devem, portanto, conter
um nimero de centromeros ndo inferior a 2n+2, em que n ¢ o numero de
cromossomas haploides na espécie em causa.

RESULTADOS E RELATORIO
Tratamento dos resultados

Os dados respeitantes a cada animal devem ser apresentados num quadro. Para
cada animal, devem fornecer-se o indice mitotico, o nimero de células em
metafase contabilizadas, o numero de aberragdes por cada célula em metafase
e a percentagem de células com aberragdes cromossomicas estruturais. Os dife-
rentes tipos de aberragdo cromossomica estrutural devem ser enumerados, com 0s
respetivos numeros e frequéncias, para os grupos expostos a substancia em
estudo e os grupos de controlo. Registam-se separadamente as lacunas, bem
como as células poliploides e as células com cromossomas endorreduplicados.
A frequéncia das lacunas ¢ incluida no relatdrio, mas em geral ndo ¢ tida em
conta na andlise da frequéncia total das aberragdes estruturais. Se ndo houver
diferenca visivel entre os sexos no tocante a resposta, os dados podem ser
combinados para fins estatisticos. Devem também comunicar-se os resultados
da toxicidade em animais e os sinais clinicos.

Critérios de aceitabilidade

Critérios para determinar a aceitabilidade do ensaio:

a) Os dados relativos a amostra de controlo negativo em paralelo sdo conside-
rados aceitdveis para inclusdo na base de dados histéricos de controlo do
laboratorio (ver pontos 11-14).

b) Os controlos positivos ou os controlos de contagem em paralelo devem in-
duzir respostas compativeis com as incluidas na base de dados historicos de
controlo positivo e produzir um aumento estatisticamente significativo em
comparagdo com o controlo negativo (ver pontos 20-21).

¢) O numero de doses e células analisadas foi o adequado.

d) Os critérios para a selecdo da dose mais elevada sdo coerentes com os des-
critos nos pontos 25-28.

Avalia¢iio e interpretacio dos resultados

Caso se cumpram todos os critérios de aceitabilidade, o produto quimico em
estudo ¢ considerado inequivocamente positivo se:
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a) Pelo menos um dos grupos de tratamento apresenta um aumento estatistica-
mente significativo da frequéncia de células com aberragdes cromossomicas
estruturais (excluindo lacunas), em comparagdo com o controlo negativo.

b) Esse aumento, avaliado por recurso a uma analise adequada de tendéncias,
depende da dose em, pelo menos, um dos tempos de amostragem.

c) Todos os resultados estdo fora da distribuicdo dos dados historicos de con-
trolo negativo (p. ex., limites de controlo de 95 % com base numa distribui-
¢do de Poisson).

Se, num determinado tempo de amostragem, apenas se analisar a dose mais
elevada, o produto quimico em estudo ¢ considerado claramente positivo caso
se verifique um aumento estatisticamente significativo em comparagdo com o
controlo negativo em paralelo e os resultados se situem fora da distribuigdo
dos dados historicos de controlo negativo (p. ex., limites de controlo de 95 %
com base numa distribui¢do de Poisson). A referéncia bibliografica (13) contém
recomendacdes sobre os métodos estatisticos adequados. Quando se efetua um
estudo da resposta a dosagem, devem analisar-se, pelo menos, trés grupos de
doses tratados. Os testes estatisticos utilizados devem considerar que o animal
constitui a unidade experimental. Um resultado positivo no ensaio de aberragdes
cromossomicas indica que o produto quimico em estudo induz aberragdes cro-
mossomicas estruturais na medula 6ssea das espécies ensaiadas.

Se se cumprirem todos os critérios de aceitabilidade, o produto quimico em
estudo ¢ considerado inequivocamente negativo caso, em todas as condi¢des
experimentais examinadas:

a) Nenhum dos grupos de tratamento apresente um aumento estatisticamente
significativo da frequéncia de células com aberragdes cromossomicas estrutu-
rais (excluindo lacunas), em comparagdo com o controlo negativo,

b) Ndo se observe nenhum aumento dependente da dose, avaliado com base
numa analise de tendéncias adequada, para qualquer tempo de amostragem,

¢) Todos os resultados se situem dentro da distribui¢do dos dados historicos de
controlo negativo (p. ex., limites de controlo de 95 % com base numa dis-
tribuigdo de Poisson), e

d) Se verifique a exposicdo da medula ao(s) produto(s) quimico(s) em estudo.

A referéncia bibliografica (13) contém recomendagdes sobre os métodos estatis-
ticos mais adequados. A prova da exposi¢do das células da medula a um produto
quimico em estudo pode consistir numa depressio do indice mitdtico ou na
medi¢do dos niveis do produto quimico no plasma ou no sangue. Em caso de
administrac@o intravenosa, ndo sdo necessarias provas da exposi¢do. Alternativa-
mente, podem utilizar-se dados ADME obtidos no ambito de um estudo inde-
pendente, com recurso & mesma via € a mesma espécie, para demonstrar que
ocorreu exposicdo da medula dssea. Um resultado negativo indica que, nas
condigdes do ensaio, o produto quimico em estudo ndo induz aberragdes cro-
mossomicas estruturais nas células da medula das espécies sujeitas ao ensaio.

Nio ha nenhuma exigéncia concreta para a verificagdo de uma resposta positiva
clara ou de uma resposta negativa clara.

Nos casos em que a resposta ndo for inequivocamente negativa ou positiva, a fim
de contribuir para a defini¢do da importancia biologica dos resultados (p. ex., um
aumento ténue ou no limite), os dados devem ser avaliados por pareceres de
peritos e/ou investigacdes complementares das experiéncias concluidas. Em al-
guns casos, podera ser util analisar mais células ou repetir o ensaio alterando as
condigOes experimentais.
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Em certos casos raros, mesmo apds uma investigagdo complementar, os dados
obtidos ndo permitem concluir um resultado positivo ou negativo, pelo que se
considerara que o produto quimico em estudo produz uma resposta ambigua.

A frequéncia de poliploidia e de metafases endorreduplicadas entre as metafases
totais deve ser registada separadamente. Um aumento do numero de células
poliploides ou endorreduplicadas pode indicar que o produto quimico em estudo
apresenta o potencial de inibir a mitose ou a progressdo do ciclo celular (ver
ponto 3).

Relatério do ensaio

Elementos a incluir no relatério de ensaio:

Resumo

Produto quimico em estudo:

— origem, nimero de lote e data-limite de utilizagdo, se conhecida;
— estabilidade do produto quimico em estudo, se conhecida.
Substancia monocomponente:

— aspeto fisico, solubilidade em agua e outras propriedades fisico-quimicas
relevantes;

— dados de identificacdo quimica, como as denominagdes IUPAC ou CAS,
namero CAS, codigo SMILES ou InChl, férmula estrutural, pureza, identi-
dade quimica das impurezas, se pertinente e exequivel, etc.

Substdancia multicomponente, UVCB e misturas:

— caracterizag@o, na medida do possivel, da identidade quimica (ver acima),
ocorréncia quantitativa e propriedades fisico-quimicas relevantes dos
componentes.

Preparagdo do produto quimico em estudo:
— justificag@o da escolha do veiculo;

— solubilidade e estabilidade do produto quimico em estudo no solvente/vei-
culo, se conhecida;

— preparagdo de formulas para a alimentagdo, a dgua de beber ou a inalagdo;

— determinagdes analiticas sobre essas formulas (p. ex.: estabilidade, homoge-
neidade, concentragdes nominais), se efetuadas;

Animais utilizados no ensaio:

— espécie e estirpe utilizadas e justificagdo da utilizagdo;
— numero, idade e sexo;

— proveniéncia, condi¢des de alojamento, dieta, etc.;

— método de identificagdo especifica dos animais;

— para estudos de curta duragdo: peso de cada animal no inicio e no final do
ensaio; para estudos de duragdo superior a uma semana: peso corporal de
cada animal durante o estudo e consumo de alimentos. Deve incluir-se,
relativamente a cada grupo, a gama de pesos corporais, com a respetiva
média e o desvio-padrio.
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Condi¢oes de realizagdo do ensaio:

— controlos positivos e negativos (veiculo/solvente);

— dados do estudo para defini¢do da gama de doses, se tiver sido realizado;
— fundamentag@o da escolha das doses;

— elementos relativos a preparacdo do produto quimico em estudo;

— elementos relativos a administracdo do produto quimico em estudo;

— fundamenta¢@o da escolha da via de administragdo e sua duragdo;

— métodos para verificar se o(s) produto(s) quimico(s) em estudo atingiu(ram) a
circulagdo geral ou a medula Ossea;

— dose real (mg/kg de peso corporal/dia), calculada a partir da concentragdo do
produto quimico nos alimentos ou na agua de beber (ppm) e do consumo, se
aplicavel,

— pormenores relativos a qualidade dos alimentos e da agua;
— método de eutanasia;
— método analgésico (se utilizado);

— descricdo detalhada dos calendarios de tratamento e amostragem e justifica-
¢d0 das escolhas feitas;

— métodos de preparagdo das laminas;
— métodos de medi¢do da toxicidade;

— identidade do agente fixador da metafase, sua concentragéo, dose e tempo de
administragdo antes da colheita das amostras;

— procedimentos para o isolamento e a conservacdo das amostras;
— critérios de contabilizagdo das aberragdes;

— ntmero de células em metafase analisadas por animal e niimero de células
analisadas para a determinagdo do indice mitotico;

— critérios de aceitabilidade do estudo;

— critérios definidos para que o estudo seja considerado positivo, negativo ou
inconclusivo;

Resultados:

— condigdo do animal antes e durante o periodo de ensaio, incluindo sinais de
toxicidade;

— indice mitético, discriminado para cada animal;

— tipo e numero de aberragdes e de células aberrantes, discriminados para cada
animal,

— ntmero total de aberragdes em cada grupo, com as respetivas médias e
desvios-padrio;

— ntmero de células aberrantes em cada grupo, com as respetivas médias e
desvios-padrio;

— alteragdes da ploidia, quando observadas, incluindo as frequéncias de poli-
ploidia e/ou de células endorreduplicadas;
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— relag@o dose-resposta, quando possivel de determinar;

— analises estatisticas e respetivos métodos;

— dados que comprovem a exposi¢do da medula Ossea;

— dados relativos aos controlos negativo e positivo realizados em paralelo com
o ensaio, com as respetivas gamas, valores médios e desvios-padrio;

— dados historicos relativos aos controlos negativo e positivo, indicando inter-
valos, médias e¢ desvios-padrdo e limites de controlo de 95 % para a dis-
tribuigdo, bem como o periodo abrangido e o niumero de observagdes;

— critérios cumpridos para uma resposta positiva ou negativa.
Discussdo dos resultados.
Conclusao.
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Apéndice 1

DEFINICOES

Aneuploidia: desvio do niimero diploide (ou haploide) normal de cromossomas,
cifrando-se a diferenga em um ou mais cromossomas mas nao em multiplos de
séries completas de cromossomas (cf. poliploidia).

Centromero: regido ou regides de um cromossoma a que estdo associadas fibras
fusiformes durante a divisdo celular, permitindo o movimento ordeiro dos cro-
mossomas para os polos da célula.

Produto quimico: substdncia ou mistura.

Aberra¢io cromatidica: lesdo estrutural de um cromossoma, expressa pela ru-
tura de cromatideos em isolado ou pela rutura de cromatideos seguida da sua
unido.

Aberragio cromossémica: lesdo estrutural de um cromossoma, expressa pela
rutura de ambos os cromatideos no mesmo local ou pela sua rutura seguida de
unido.

Endorreduplicacio: processo mediante o qual, apds um periodo S de replicagdo
do ADN, o nticleo ndo sofre mitose mas inicia um novo periodo S. O resultado
sd0 cromossomas com cromatideos em numero de 4, 8, 16, etc.

Lacuna: lesdo acromatica de extensao inferior a largura de um cromatideo e com
desalinhamento minimo dos cromatideos.

indice mitético: relagio entre o nimero de células em mitose e o nimero total
de células de uma populagdo, que constitui uma medida do estado de proliferagao
dessa populacdo celular.

Aberrag¢io numérica: alteracdo do ntimero de cromossomas, relativamente ao
nimero de cromossomas caracteristico dos animais utilizados (aneuploidia).

Poliploidia: aberracdo cromossomica numérica que implica uma alteragdo no
nimero de cromossomas no seu conjunto — por oposi¢do a uma alteracdo
numérica numa parte do conjunto dos cromossomas (cf. aneuploidia).

Aberragio cromossomatica estrutural: alteracdo da estrutura dos cromossomas
detetavel por exame microscopico das células em metéfase, na forma de supres-
soes e fragmentos e de alteragdes num cromatideo ou entre cromatideos.

Produto quimico em estudo: qualquer substancia ou mistura a qual se aplique o
presente método de ensaio.
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Apéndice 2

CONCECAO MULTIFATORIAL PARA IDENTIFICAR DIFERENCAS
ENTRE SEXOS NO ENSAIO DE ABERRACOES CROMOSSOMICAS
IN VIVO

Conce¢do multifatorial e sua analise

Este ensaio utiliza, no minimo, 5 machos e 5 fémeas para cada concentragdo,
totalizando, no minimo, 40 animais (20 machos e 20 fémeas, além dos controlos
positivos pertinentes).

O ensaio, que constitui uma das concegdes multifatoriais mais simples, equivale a
uma analise de varidncia bidirecional, em que o sexo e a concentragdo sdo os
principais efeitos. Os dados podem ser analisadas por vérios pacotes de sofiware
estatistico normalizados, como SPSS, SAS, STATA e Genstat, bem como por
recurso ao parametro R.

A analise discrimina, no conjunto de dados, a variabilidade entre os sexos, a
variabilidade entre as concentragdes ¢ a variabilidade relativa a interagdo entre os
sexos ¢ as concentragdes. Cada um dos termos ¢ testado em fungdo da variabi-
lidade entre os animais replicados nos grupos do mesmo sexo, para a mesma
concentragdo. Em muitos manuais de estatistica normalizados (ver referéncias) e
na fungdo «ajuda» que acompanha os pacotes estatisticos, estdo disponiveis
dados pormenorizados sobre a metodologia em causa.

A andlise consiste em confrontar o termo da interagdo sexo-concentragdo no
quadro ANOVA (!). Na auséncia de um termo de interagdo significativo, os
valores combinados entre os sexos ou entre as concentragcdes proporcionam
provas estatisticas validas entre as concentragdes, com base nas que sdo agrupa-
das no termo de variabilidade dos grupos ANOVA.

A analise prossegue repartindo a estimativa da variabilidade entre as concentra-
¢des por contrastes, 0 que proporciona uma melhor abordagem dos contrastes
lineares e quadraticos das respostas as concentragdes. Quando existe uma inte-
ragdo significativa sexo-concentragdo, este termo pode igualmente ser cindido em
contraste de interagdo linear em fungdo do sexo ¢ em contraste de interagdo
quadrética em fungdo do sexo. Ambos os termos em causa permitem definir se
as respostas as concentragdes sdo paralelas para ambos 0s sexos ou se existe uma
resposta diferencial entre eles.

A estimativa do agrupamento no contexto da variabilidade do grupo pode ser
utilizada como teste par-a-par da diferenca entre as médias. As comparagdes
podem ser efetuadas entre as médias para ambos os sexos e as médias para a
concentragdo diferente, bem como entre as concentragdes do controlo negativo.
Casos exista uma interacdo significativa, podem efetuar-se comparagdes entre as
médias de varias concentra¢des, com um sé sexo, ou entre as médias dos sexos
para a mesma concentragio.

REFERENCIAS

Ha muitos manuais de estatistica que abordam a teoria, a conce¢do, a metodo-
logia, a analise e a interpretacdo de abordagens fatoriais, desde a forma mais
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codigo para efetuar as analises por recurso a varios pacotes de software.

(') Os estatistas que adotam uma metodologia de modelizagdo como os modelos lineares

gerais (GLM) podem abordar a andlise de uma forma diferente mas comparavel, inde-
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a abordagens algoritmicas da era pré-informatica.
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B.12. ENSAI0O DE MICRONUCLEOS EM ERITROCITOS DE
MAMIFEROS

INTRODUCAO

Este método de ensaio ¢ equivalente ao Test Guideline 474 (2016) da OCDE.
Faz parte de uma série de métodos de ensaio sobre toxicologia genética. Esta
disponivel um documento da OCDE que fornece informagdes sucintas sobre
ensaios de toxicologia genética e resume as alteragdes recentemente efetuadas
as orientagdes da OCDE nesse dominio (1).

O ensaio in vivo de micronucleos em células de mamiferos ¢ particularmente
importante para a avaliagdo da genotoxicidade, visto que, embora possam variar
de espécie para espécie, os fatores do metabolismo in vivo, a farmacocinética e os
processos de reparagao do ADN estdo ativos e contribuem para as respostas. Os
ensaios in vivo sdo igualmente Uteis para investigagdo suplementar de genotoxi-
cidade detetada in vitro.

O ensaio in vivo de micronucleos em células de mamiferos ¢ utilizado na detegdo
de danos induzidos pelo produto quimico em estudo nos cromossomas ou no
aparelho mitotico dos eritroblastos, através da avaliagdo da formagdo de micro-
nucleos em eritrocitos colhidos na medula dssea ou provenientes de células de
sangue periférico de animais, geralmente roedores.

O objetivo do ensaio de micronucleos ¢ identificar produtos quimicos que cau-
sem danos citogenéticos indutores da formagdo de micronticleos que contenham
cromossomas inteiros ou fragmentos de cromossoma retardatérios.

Quando um eritroblasto de medula 6ssea evolui para um eritrocito imaturo (tam-
bém designado por «eritrocito policromatico» ou «reticuldcito»), o nucleo prin-
cipal ¢ expulso, mas os microntcleos eventualmente ja formados podem per-
manecer no citoplasma. A visualizacdo ou dete¢do dos micronticleos nestas cé-
lulas ¢ facilitada pela auséncia de nucleo principal. Um aumento da frequéncia de
eritrocitos imaturos micronucleados nos animais expostos ao produto quimico em
estudo constitui uma indicagdo de aberragdes cromossomicas estruturais, ou nu-
méricas, induzidas.

Identificam-se e quantificam-se os eritrocitos micronucleados recém-formados
por coloragdo, seguida de contagem visual ao microscopio ou analise automatica.
O recurso a meios de contagem automatica facilita grandemente a contagem de
um numero suficiente de eritrocitos imaturos no sangue periférico ou na medula
Ossea de animais adultos. O recurso a meios automaticos constitui uma alterna-
tiva aceitavel a avaliacdo ndo-automatica (2). Os estudos comparativos realizados
revelaram que os métodos automaticos, associados a utilizagdo de padrdes de
calibragdo adequados, podem proporcionar melhores sensibilidade, reprodutibili-
dade interlaboratorial e reprodutibilidade intralaboratorial do que a contagem nao-
-automatica ao microscopio (3) (4). Entre os sistemas automdticos que podem
medir frequéncias de eritrocitos micronucleados contam-se os citometros de fluxo
(5), analisadores de imagem (6) (7) e citometros de varrimento por laser (8).

Embora isso ndo faca normalmente parte do ensaio, varios critérios permitem
distinguir entre fragmentos de cromossoma e cromossomas inteiros. £ o caso da
identificacdo da presenca ou auséncia de cinetocoro ou de ADN centromérico,
ambos caracteristicos dos cromossomas intactos. A auséncia de cinetécoro ou de
ADN centromérico indica que o micronucleo contém apenas fragmentos de cro-
mossomas; a presenga de algum deles indica perda cromossomica.

O apéndice 1 estabelece defini¢des da terminologia utilizada.
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CONSIDERACOES INICIAIS

Uma vez que os eritrocitos sdo produzidos na medula dssea, o tecido-alvo dos
danos genéticos avaliados neste ensaio é medula 6ssea de roedores adultos jo-
vens. Desde que se apresentem razdes cientificas para isso, pode igualmente
realizar-se a contagem de micronucleos em eritrocitos imaturos de sangue peri-
férico de outras espécies de mamiferos, cuja sensibilidade na dete¢do de produtos
quimicos causadores de aberragdes cromossomicas estruturais ou numéricas tenha
sido demonstrado ser adequada (por inducdo de micronicleos em eritrocitos
imaturos). A frequéncia dos eritrocitos imaturos micronucleados ¢ o parametro
principal. Se os animais forem expostos ao produto quimico em estudo de forma
continua durante um periodo superior ao tempo de vida dos eritrocitos da espécie
em causa (por exemplo, no caso do rato, quatro ou mais semanas), a frequéncia
de eritrécitos maduros micronucleados no sangue periférico pode igualmente
utilizar-se como pardmetro em espécies sem grande selegdo esplénica contra
células micronucleadas.

Se houver provas de que nem o produto ou os produtos quimicos em estudo nem
nenhum dos seus metabolitos entram em contacto com o tecido-alvo, o presente
ensaio pode ndo ser adequado.

Antes da aplicagdo deste método de ensaio a uma mistura para obter dados
relacionados com exigéncias normativas, importa ponderar se — e, em caso
afirmativo, por que motivo — o método pode fornecer resultados adequados
para o efeito. Essa ponderagdo ndo ¢ necessaria se exigéncias normativas impu-
serem o ensaio da mistura em causa.

PRINCIPIO DO METODO DE ENSAIO

Expodem-se os animais ao produto quimico em estudo, por uma via adequada. Se
for utilizada medula 6ssea, eutanasiam-se os animais transcorrido(s) o(s) pe-
riodo(s) adequado(s) apos a exposi¢do e extrai-se-lhes medula; em seguida,
realizam-se as preparagdes e procede-se a sua coloragdo (9) (10) (11) (12) (13)
(14) (15). Se for utilizado sangue periférico, colhe-se o sangue uma vez trans-
corrido(s) o(s) periodo(s) adequado(s) apds a exposi¢do; em seguida, realizam-se
as preparagdes e procede-se a sua coloragdo (12) (16) (17) (18). Se a adminis-
tragdo do produto quimico for rapida, ¢ importante colher o sangue ou a medula
ossea depois de transcorrido um periodo suficiente para possibilitar a detegdo de
eritrocitos imaturos com micronucleagdo induzida pela exposi¢do. Se forem co-
lhidas amostras de sangue periférico, ¢ necessario que tenha passado um periodo
suficiente para que os efeitos se manifestem na circulagdo sanguinea.
Pesquisam-se os microntcleos nas preparagdes por exame ao microscopio, ana-
lise de imagem, citometria de fluxo ou citometria de varrimento por laser.

VERIFICACAO DA COMPETENCIA TECNICA DO LABORATORIO
Determinacio da competéncia técnica

A fim de comprovar que possui experiéncia suficiente na realizagdo do ensaio
antes de passar a utilizar este método em ensaios de rotina, o laboratério deve
ter-se demonstrado capaz de reproduzir os resultados de frequéncia de micronu-
cleos decorrentes dos dados publicados (por exemplo: (17) (19) (20) (21) (22))
com, pelo menos, dois produtos quimicos de controlo positivo (incluindo respos-
tas fracas induzidas por doses baixas desses produtos quimicos), nomeadamente
os constantes do quadro 1, e com amostras de controlo do excipiente/do solvente
compativeis (ver o ponto 26). Estas experiéncias devem utilizar doses que ori-
ginem aumentos reprodutiveis e dependentes da dose ¢ devem demonstrar a
sensibilidade e a gama dindmica do sistema de ensaio no tecido em causa
(medula 6ssea ou sangue periférico), recorrendo ao método de contagem a uti-
lizar no laboratorio. Este requisito ndo ¢ aplicavel a laboratérios com experiéncia,
isto é, que disponham de uma base de dados historicos, como se refere nos
pontos 14 a 18.

Dados histéricos de controlo

No decurso da determinagdo da competéncia técnica, o laboratorio deve
estabelecer:

— um historial da gama e da distribuicdo dos controlos positivos;



02008R0440 — PT — 14.10.2024 — 010.001 — 267

— um historial da gama e da distribuicdo dos controlos negativos.

Ao obter os primeiros dados para um historial de distribuigdo dos controlos
negativos, os controlos negativos realizados em paralelo devem ser coerentes
com os dados de controlo publicados, caso existam. A medida que se forem
adicionando mais dados experimentais ao historial de distribui¢cdo dos controlos,
os controlos negativos realizados em paralelo devem, idealmente, situar-se dentro
dos limites de 95 % dos controlos daquela distribui¢do. A base de dados histo-
ricos de controlo negativo do laboratério deve ter a solidez estatistica necessaria
para que o laboratorio possa avaliar a distribuicdo dos seus dados de controlo
negativo. A bibliografia indica que podem ser necessarias, no minimo, 10 ex-
periéncias, embora, de preferéncia, devam ser realizadas, pelo menos, 20 expe-
riéncias em condi¢des experimentais comparaveis. Os laboratorios devem utilizar
métodos de controlo de qualidade, como graficos de controlo (por exemplo:
graficos C ou graficos de barras (23)), para identificar a variabilidade dos seus
dados e demonstrar que o laboratorio domina a metodologia. Encontram-se na
bibliografia (24) outras recomendagdes sobre a forma de obter e utilizar dados
historicos (critérios de inclus@o e exclusdo de dados em séries historicas e crité-
rios de aceitagdo das experiéncias realizadas).

Se o laboratério ndo realizar um nimero suficiente de experiéncias para estabe-
lecer uma distribuicdo estatisticamente solida dos controlos negativos (ver o
ponto 15) durante a determinagdo da competéncia técnica (ponto 13), ¢ aceitavel
que a distribui¢do possa ser completada nos primeiros ensaios de rotina. Este
procedimento deve seguir as recomendacdes enunciadas na bibliografia (24); os
resultados de controlo negativo obtidos nas referidas experiéncias devem ser
coerentes com os dados de controlo negativo publicados.

As eventuais alteragcdes ao protocolo experimental devem ser ponderadas em
fun¢do da manuten¢do da coeréncia dos dados delas resultantes com a base de
dados historicos de controlo do laboratorio. Apenas grandes incoeréncias justifi-
cam a constituicdo de uma nova base de dados historicos de controlo, caso um
parecer de perito considere que a nova distribuicdo diferira da anterior (ver o
ponto 15). Durante a constitui¢do da nova base, pode ndo ser necessario dispor
de uma base de dados de controlo negativo completa para realizar ensaios reais,
desde que o laboratorio possa demonstrar que os valores de controlo negativo
obtidos em paralelo sdo coerentes com a sua base de dados anterior ou com os
dados publicados correspondentes.

Os dados de controlo negativo devem ser constituidos pela incidéncia de eritro-
citos imaturos micronucleados em cada animal. Os controlos negativos realizados
em paralelo devem, idealmente, situar-se dentro dos limites de 95 % dos con-
trolos da distribuicdo da base de dados histéricos de controlo negativo do labo-
ratorio. Caso se situem fora desses limites, os dados de controlos negativos
realizados em paralelo podem ser aceitdveis para inclusdo no historial de dis-
tribuigdo de controlos se nao forem valores aberrantes extremos, se o sistema de
ensaio estiver comprovadamente dominado (ver o ponto 15) e se ndo houver
indicios de erro humano ou de deficiéncia técnica.

DESCRICAO DO METODO
Preparativos
Escolha da espécie animal

Devem ser utilizados animais adultos, jovens e saudaveis, das estirpes de
laboratério mais comuns. Podem ser utilizados ratos, ratazanas ou qualquer outra
espécie de mamifero adequada. Caso se utilize sangue periférico, deve
comprovar-se que a eliminagdo, pelo baco, de células micronucleadas em circu-
lagao ndo compromete a detecdo de micronticleos induzidos na espécie escolhida,
o que foi claramente demonstrado em relagdo ao sangue periférico dos ratos e
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ratazanas (2). Deve constar do relatorio a justificac@o cientifica da utilizagdo de
uma espécie que ndo seja o rato ou a ratazana. Se forem utilizadas espécies que
ndo sejam roedores, recomenda-se que a medigdo dos micronticleos induzidos
seja integrada noutro ensaio de toxicidade adequado.

Condigées de alojamento e de alimentagdo dos animais

No caso dos roedores, a temperatura do biotério deve ser de 22 °C (+ 3 °C).
Idealmente, a humidade relativa deve estar compreendida entre 50 % e 60 %,
embora sejam aceitaveis valores compreendidos entre 40 %, no minimo, € um
valor maximo que, preferencialmente, ndo deve exceder 70 %, salvo durante os
periodos de limpeza do biotério. A iluminagdo deve ser artificial, com uma
alternancia de 12 horas de luz e 12 horas de escuriddao. Para a alimentagdo,
podem ser usadas dietas convencionais de laboratorio, com acesso ilimitado a
agua potavel. Quando o produto quimico em estudo for administrado por via
alimentar, a escolha da dieta pode ser condicionada pela necessidade de assegurar
uma incorporagdo adequada. Os roedores devem ser alojados em pequenos gru-
pos (ndo mais de cinco por gaiola) do mesmo sexo e grupo de exposigdo — caso
ndo se prevejam comportamentos agressivos —, de preferéncia em gaiolas com
pavimento continuo e enriquecimento ambiental adequado, embora possam ser
alojados individualmente se houver razoes cientificas que o justifiquem.

Preparagdo dos animais

Normalmente utilizam-se animais adultos, jovens e saudaveis (no caso dos roe-
dores, idealmente com 6-10 semanas no inicio da exposi¢do, embora sejam
aceitaveis animais ligeiramente mais velhos), que se distribuem aleatoriamente
pelos grupos de controlo e pelos grupos de exposig¢ao. Identificam-se os animais
de forma univoca, utilizando um método que ndo cause sofrimento e seja o
menos invasivo possivel (por exemplo: anilhas, marcagdes, microchips ou iden-
tificagdo biométrica, mas ndo entalhe de orelhas nem amputagdo de falanges), e
aclimatam-se as condi¢des do laboratorio durante, pelo menos, cinco dias. As
gaiolas devem estar dispostas de forma a minimizar possiveis efeitos derivados
do seu posicionamento. Devem ser evitadas contaminagdes cruzadas pelo produto
quimico de controlo positivo e pelo produto quimico em estudo. No inicio do
estudo, a diferenca de peso entre os animais deve ser minima e ndo deve ex-
ceder + 20 % do peso médio de cada sexo.

Preparagdo das doses

Os produtos quimicos em estudo que se apresentem no estado sélido devem ser
dissolvidos ou suspensos em solventes ou excipientes adequados, ou misturados
na dieta ou na agua de beber, antes da administragdo aos animais. Os produtos
quimicos em estudo que se apresentem no estado liquido podem ser adminis-
trados diretamente ou ser diluidos antes da administragdo. No caso de exposigdes
por inalagdo, os produtos quimicos em estudo podem ser administrados sob a
forma de gas, vapor ou aerossol solido/liquido, em fungdo das suas propriedades
fisico-quimicas. Devem ser utilizadas prepara¢des frescas do produto quimico em
estudo, a menos que os dados de estabilidade demonstrem que o mesmo pode ser
armazenado e definam as condi¢des de armazenagem adequadas.

Condic¢oes de realizacdo do ensaio
Solvente/excipiente

O solvente/excipiente ndo deve produzir efeitos toxicos nas doses utilizadas nem
reagir quimicamente com o produto quimico em estudo. A eventual utilizagdo de
solventes/excipientes menos habituais deve ser fundamentada por dados de refe-
réncia que indiquem serem compativeis. Recomenda-se, sempre que possivel, a
utilizag@o prioritaria de solventes/excipientes aquosos. A agua, o soro fisiologico,
uma solugdo de metilcelulose, uma solu¢dao de sal de sédio de carboximetilce-
lulose, o azeite e o 6leo de milho constituem exemplos de solventes/excipientes
compativeis de utilizagdo comum. Na auséncia de dados de controlo, historicos
ou publicados, demonstrativos de que o solvente/excipiente inabitual eventual-
mente escolhido ndo induz a formagdo de micronticleos nem outros efeitos de-
letérios, deve realizar-se um ensaio preliminar que permita tirar conclusdes sobre
a aceitabilidade do controlo do solvente/excipiente utilizado.
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Controlos
Controlos positivos

Como regra geral, deve incluir-se em cada ensaio um grupo de animais expostos
a um produto quimico de controlo positivo. Este principio pode ndo ser seguido
caso o laboratorio de ensaio se tenha demonstrado competente na realizagdo do
ensaio e tenha estabelecido um gama histérica de controlo positivo. Se ndo se
incluir um grupo de controlo positivo paralelo, cada ensaio deve compreender
controlos de contagem (laminas fixadas e ndo-coradas ou amostras de suspensdes
celulares, conforme o método de contagem utilizado). Para o efeito, podem
incluir-se na contagem realizada no estudo amostras de referéncia adequadas,
provenientes de experiéncias de controlo positivo efetuadas separadamente a
intervalos regulares (por exemplo todos os 6 a 18 meses) e armazenadas em
seguida — por exemplo obtidas nos ensaios de demonstracdo de competéncia
técnica e, subsequentemente, com a regularidade necessaria.

Os produtos quimicos de controlo positivo devem gerar, com fiabilidade, um
aumento detetavel da frequéncia de formag@o de micronucleos, em relagdo ao
nivel de ocorréncia espontdneo. Quando se recorre a microscopia para efetuar
uma contagem nao-automatica, a dose de controlo positivo a administrar deve ser
escolhida de modo a evidenciar efeitos claros, mas nido imediatamente revelado-
res da identidade das amostras codificadas 4 pessoa que efetua as contagens. E
aceitavel administrar o controlo positivo por via diferente da utilizada para o
produto quimico em estudo, seguir um programa de exposi¢do diferente e colher
amostras uma Unica vez. Quando se justifique, pode ainda ponderar-se a utiliza-
¢do de produtos quimicos de controlo positivo da mesma classe quimica. O
quadro 1 apresenta exemplos de produtos quimicos de controlo positivo.

Quadro 1

Exemplos de produtos quimicos de controlo positivo.

Produto quimico € n.° de registo CAS

Metanossulfonato de etilo [62-50-0]

Metanossulfonato de metilo [66-27-3]

Etilnitrosoureia [759-73-9]

Mitomicina C [50-07-7]

Ciclofosfamida (mono-hidratada) [S0-18-0 (6055-19-2)]

Trietilenomelamina [51-18-3]

Colquicina [64-86-8] ou vimblastina [865-21-4] — como aneugénios

Controlos negativos

A todos os tempos de colheita de amostras deve estar associado um grupo de
animais de controlo negativo, tratados da mesma forma que os animais dos
grupos expostos, exceto nao serem expostos ao produto quimico em estudo. Se
for utilizado um solvente/excipiente para administrar o produto quimico em
estudo, o grupo de controlo deve recebé-lo também. No entanto, se os dados
historicos de controlo negativo do laboratdrio de ensaio demonstrarem, para cada
tempo de colheita de amostras, coeréncia na variabilidade entre animais e na
frequéncia de células com microntcleos, pode ser suficiente uma unica amos-
tragem de controlo negativo. Em caso de recurso a uma unica amostragem de
controlo negativo, esta deve corresponder ao primeiro tempo de colheita de
amostras utilizado no estudo.
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Se for utilizado sangue periférico e o estudo for de curta duragdo, uma amostra
colhida antes da exposi¢do pode fazer as vezes de amostra de controlo negativo
ensaiada em paralelo, desde que os dados dai resultantes sejam coerentes com a
base de dados historicos de controlo do laboratorio de ensaio. Foi demonstrado
na ratazana que a colheita de pequenos volumes (por exemplo menos de 100
ul/dia) de amostras antes da exposi¢do tem incidéncia minima na frequéncia de
fundo da formagdo de micronucleos (25)

PROTOCOLO DE ENSAIO
Numero e sexo dos animais

Em geral, a resposta dos animais, em termos de formagdo de microntcleos em
machos e fémeas, ¢ semelhante, pelo que a maioria dos estudos pode ser reali-
zada em qualquer dos sexos (26). Dados reveladores de diferencas significativas
entre machos e fémeas (por exemplo: diferengas de toxicidade sistémica, de
metabolismo, de biodisponibilidade, de toxicidade para a medula dssea etc.,
designadamente em estudos exploratorios de gamas de dosagem) aconselham a
utilizagdo de ambos os sexos. Neste caso, pode justificar-se o estudo em ambos
os sexos: por exemplo no contexto de um estudo de toxicidade com repeti¢do da
dose. Caso se utilizem animais de ambos os sexos, pode justificar-se o recurso ao
modelo fatorial. O apéndice 2 explica como analisar os dados por recurso a este
modelo.

A dimensdo dos grupos no inicio do estudo deve permitir dispor de um minimo
de 5 animais analisaveis do mesmo sexo por grupo ou, se forem utilizados ambos
os sexos, de um minimo de 5 animais analisaveis de cada sexo por grupo. Nos
casos em que a exposi¢do humana ao produto quimico possa ser especifica de
um dos sexos, como acontece com alguns produtos farmacéuticos, o ensaio deve
ser executado com animais do sexo em causa. A titulo de orientagdo, o numero
maximo de animais necessario num estudo em medula 6ssea realizado de acordo
com os parametros estabelecidos no ponto 37, com trés grupos de dosagem e, em
paralelo, um grupo de controlo negativo e um grupo de controlo positivo (cada
um deles constituido por cinco animais do mesmo sexo), sera normalmente de 25
a 35.

Niveis de dosagem

Se, por ndo estarem disponiveis dados que possam servir de orientagdo na esco-
lha das doses, se realizar previamente um estudo exploratorio da gama de dosa-
gens a administrar, este deve ter lugar no mesmo laboratorio, utilizando a mesma
espécie, a mesma estirpe, 0 mesmo sexo € 0 mesmo regime de exposi¢do pre-
vistos para o estudo principal (27). Este estudo deve procurar identificar a dose
maxima toleravel (DMT), definida como a dose mais elevada que sera tolerada
sem gerar sinais de toxicidade limitativos do estudo, atendendo a duragdo do
mesmo (por exemplo: que induza quebras do peso corporal ou citotoxicidade no
sistema hematopoiético, mas que nao cause morte nem sinais de dor, sofrimento
ou tensdo que obriguem a eutanasiar os animais (28)).

A dose maxima pode igualmente ser definida como a dose que gera toxicidade
na medula éssea (por exemplo: reducdo de mais de 50 % da proporgdo de
eritrocitos imaturos no total de eritrocitos da medula 0ssea ou do sangue perifé-
rico, mas sem que essa propor¢do se reduza a menos de 20 % do valor corres-
pondente ao grupo de controlo). Todavia, quando se analisam células com reagdo
positiva @ CD71 na circulagdo sanguinea periférica (por citometria de fluxo), esta
fracdo de eritrocitos imaturos muito jovens responde a agdes toxicas mais rapi-
damente do que o grupo, mais numeroso, de eritrocitos imaturos com reagdo
positiva ao ARN. Por conseguinte, nas experiéncias que, apds exposi¢do aguda,
examinem a fragdo de eritrocitos imaturos com reagdo positiva a CD71, a toxi-
cidade pode parecer superior a revelada em experiéncias que identifiquem os
eritrocitos imaturos com base no teor de ARN. Por este motivo, nas experiéncias
que prevejam cinco ou menos dias de exposi¢do, pode definir-se o nivel maximo
de dosagem de um produto quimico téxico como a dose que provoca uma
redugdo com significancia estatistica da propor¢do de eritrocitos imaturos com
reagdo positiva a CD71 no total de eritrocitos, mas sem que essa proporgao se
reduza a menos de 5 % do valor correspondente ao grupo de controlo (29).
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Os produtos quimicos cujas propriedades toxicocinéticas atinjam a saturagdo ou
que induzam processos de desintoxicagdo passiveis de se traduzirem numa dimi-
nui¢do da exposi¢do apo6s administragdo prolongada podem constituir excegdo
aos critérios de fixacdo das doses, devendo ser avaliados caso a caso.

Um estudo completo que vise obter informacgdo sobre a resposta as doses deve
incluir um grupo de controlo negativo e, no minimo, trés niveis de dosagem,
espacados por um fator que, em geral, ¢ 2 e ndo pode ser superior a 4. Se o
produto quimico em estudo ndo gerar toxicidade num estudo exploratorio da
gama de dosagens ou os dados disponiveis o comprovarem, a dose mais elevada
deve ser de 1 000 mg/kg de peso corporal/dia, para periodos de administracdo de
14 ou mais dias, ou de 2 000 mg/kg de peso corporal/dia, para periodos de
administracdo de menos de 14 dias. Se o produto quimico em estudo gerar
toxicidade, a dose maxima administrada deve ser a DMT e as doses utilizadas
devem, de preferéncia, abranger uma gama compreendida entre a dose maxima e
uma dose de toxicidade baixa ou nula. Caso se observe toxicidade no tecido-alvo
(medula 6ssea) a todas as doses ensaiadas, recomenda-se a realizagdo de um
estudo complementar com doses ndo-toxicas. Os estudos destinados a obter
informagodes quantitativas dose-resposta mais precisas podem necessitar de mais
grupos de dosagem. Os limites indicados podem variar no caso do estudo de
certos tipos de produtos quimicos (por exemplo medicamentos para uso humano)
abrangidos por exigéncias especificas.

Ensaio do limite

Se os estudos exploratorios da gama de dosagens ou dados existentes relativos a
estirpes animais afins indicarem que um regime de exposi¢do, pelo menos, a
dose-limite (abaixo indicada) ndo gera efeitos toxicos observaveis (nomeada-
mente inibi¢do de proliferagdo na medula 6ssea ou outros sinais de citotoxicidade
no tecido-alvo) e, com base em estudos de genotoxicidade in vitro ou em dados
referentes a produtos quimicos estruturalmente afins, ndo for de prever a ocor-
réncia de genotoxicidade, pode ndo ser necessario um estudo completo com trés
niveis de dosagem, desde que tenha sido demonstrado que o(s) produto(s) qui-
mico(s) em estudo atinge(m) o tecido-alvo (medula éssea). Nesses casos, pode
ser suficiente um nivel de dosagem tnico, correspondente a dose-limite. Se a
administrac@o se prolongar por 14 dias ou mais, a dose-limite ¢ de 1 000 mg/kg
de peso corporal/dia. Se o periodo de administragdo for inferior a 14 dias, a dose-
-limite ¢ de 2 000 mg/kg de peso corporal/dia.

Administracdo das doses

Na concegdo do ensaio, deve ter-se em conta a via prevista de exposi¢do humana.
Por conseguinte, desde que devidamente justificadas, podem escolher-se vias de
exposicdo como a alimentagdo, a agua de beber, as vias topica, subcutinea ou
intravenosa, a via oral (por sonda géstrica), a via inalatoria ou a via intratraqueal,
ou o recurso a implantes. A via escolhida deve garantir a exposi¢do adequada
do(s) tecido(s)-alvo. A injegdo intraperitoneal ndo ¢, em geral, recomendada, uma
vez que ndo se trata de uma via previsivel de exposi¢do humana, s6 devendo
utilizar-se com justificag@o cientifica especifica. Se o produto quimico em estudo
for misturado nos alimentos ou na agua de beber, especialmente no caso de uma
dose unica, deve ter-se o cuidado de prever, entre o consumo dos alimentos e da
agua e a colheita de amostras, um intervalo suficiente para permitir a detecdo dos
efeitos (ver o ponto 37). O volume maximo de liquido que se pode administrar
de cada vez por sonda gastrica ou injecdo depende do tamanho do animal, ndo
devendo normalmente exceder 1 ml/100 g de peso corporal; excetuam-se as
solugdes aquosas, que podem ser administradas na propor¢do de 2 ml/100 g
de peso corporal. A utilizagdo de volumes superiores carece de justificacdo.
Exceto no caso de produtos quimicos irritantes ou corrosivos, que normalmente
produziriam efeitos exacerbados a concentragdes superiores, a variabilidade do
volume de ensaio deve ser minimizada ajustando a concentragdo, de modo a
garantir a administracdo de um volume constante relativamente a massa corporal,
a todos os niveis de dosagem.
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Programa de exposi¢cio

De preferéncia, realizam-se duas ou mais exposigoes, intervaladas de 24 horas,
sobretudo quando o ensaio se integra noutros estudos de toxicidade. Em alter-
nativa, caso haja razdes cientificas para isso (por exemplo no caso dos produtos
quimicos que reconhecidamente bloqueiam o ciclo celular), pode efetuar-se uma
exposi¢ao unica. Para facilitar a administracdo de grandes volumes, os produtos
quimicos em estudo também podem ser administrados sob a forma de uma dose
dividida (ou seja, duas ou mais exposi¢cdes no mesmo dia, separadas por nio
mais de 2 a 3 horas). Nesses casos, ou no caso da administragdo do produto
quimico em estudo por inalagdo, a colheita das amostras deve ser programada em
fungdo do momento da ultima administragdo ou do termo da exposigdo.

O ensaio pode ser realizado em ratos ou ratazanas de um dos seguintes modos:

a. Expdem-se uma unica vez os animais ao produto quimico em estudo.
Colhem-se amostras de medula éssea pelo menos duas vezes (em grupos de
animais independentes), a primeira das quais pelo menos 24 horas, mas nio
mais de 48 horas, apds a exposi¢do, respeitando um intervalo adequado (ou
intervalos adequados) entre as colheitas, a menos que o produto quimico em
estudo tenha reconhecidamente uma meia-vida excecionalmente longa. Uma
eventual colheita de amostras menos de 24 horas apds a exposi¢do carece de
justificagdo. Colhem-se amostras de sangue periférico pelo menos duas vezes
(no mesmo grupo de animais), a primeira das quais pelo menos 36 horas, mas
ndo mais de 72 horas, apds a exposi¢do, respeitando um intervalo adequado
(ou intervalos adequados) entre as colheitas. A primeira colheita de amostras
para analise deve abranger todos os grupos de dosagem; contudo, as colheitas
posteriores de amostras s6 tém de incidir na dosagem mais elevada. Quando
se detetar uma resposta positiva numa determinada colheita, ndo sera preciso
voltar a efetuar colheitas de amostras, a menos que seja necessario obter
informagdes quantitativas dose-resposta. Os tempos, acima referidos, a respei-
tar até as colheitas de amostras decorrem da cinética de aparecimento e
desaparecimento dos micronucleos nos dois tipos de tecidos.

b. Caso se realizem duas exposigdes em dias sucessivos (por exemplo duas
exposi¢des intervaladas de 24 horas), devem ser colhidas amostras, uma
vez, 18 a 24 horas apds a exposi¢ao final, no caso da medula 6ssea, ou,
uma vez, 36 a 48 horas apds a exposi¢ao final, no caso do sangue periférico
(30). Estes tempos a respeitar até as colheitas de amostras decorrem da ciné-
tica de aparecimento e desaparecimento dos micronticleos nestes dois tipos de
tecidos.

c. Caso se realizem trés ou mais exposi¢des em dias sucessivos (por exemplo
trés ou mais exposigoes intervaladas de aproximadamente 24 horas), as amos-
tras devem ser colhidas ndo mais de 24 horas apods a ultima exposi¢do, no
caso da medula dssea, e ndo mais de 40 horas apos a ultima exposigdo, no
caso do sangue periférico (31). Esta programagdo de exposi¢do permite com-
binar o ensaio dos cometas (colheita das amostras 2 a 6 horas apds a ultima
exposicao, por exemplo) com o ensaio dos micronucleos e integrar este ultimo
em estudos de toxicidade com repeti¢ao da dose. Segundo os dados disponi-
veis, apods 3 ou mais administracdes ¢ observavel indugdo da formagdo de
microntcleos nestes periodos mais amplos (15).

Se necessario e cientificamente justificado, e para facilitar a combinagdo com
outros ensaios de toxicidade, podem ser adotados outros regimes de dosagem ou
de colheita de amostras.

Exames

Os animais em estudo devem ser sujeitos a exames clinicos gerais, registando-se
os sinais clinicos detetados, pelo menos uma vez por dia, de preferéncia a(s)
mesma(s) hora(s) todos os dias e tendo em consideragdo o periodo de pico dos
efeitos previstos apos a exposi¢do. Pelo menos duas vezes por dia, durante o
periodo de exposicdo, verificam-se os casos de morbidez ou mortalidade no
conjunto dos animais. Todos os animais devem ser pesados no inicio do estudo,
pelo menos uma vez por semana (em estudos com repetigdo da dose) e quando
forem eutanasiados. Nos estudos que se prolonguem por uma semana ou mais, 0
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consumo de alimentos deve ser medido, pelo menos, uma vez por semana. Se o
produto quimico em estudo for administrado através da agua de beber, o con-
sumo desta deve ser medido a cada mudanga de agua e, pelo menos, uma vez por
semana. Os animais com indicadores ndo-letais de toxicidade excessiva devem
ser eutanasiados antes do termo do periodo de ensaio (28). Em determinados
casos, pode monitorizar-se a temperatura corporal dos animais, dado que estados
de hipertermia ou de hipotermia induzidos pela exposi¢ao ao produto quimico em
estudo podem falsear os resultados (32) (33) (34).

Exposicio dos tecidos-alvo

Sempre que isso se justifique e nos casos em que ndo haja outros dados de
exposicdo (ver o ponto 48), deve colher-se uma amostra de sangue num ou
mais momentos oportunos, para se poderem determinar os niveis dos produtos
quimicos em estudo no plasma e assim comprovar que ocorreu exposicdo da
medula Ossea.

Preparacio da medula éssea/do sangue

As células da medula dssea sdo normalmente colhidas nos fémures ou nas tibias
dos animais imediatamente apds a eutanasia. Geralmente, colhem-se, preparam-se
e coram-se as células por métodos bem definidos. Para se obterem pequenos
volumes de sangue periférico respeitando as normas aplicaveis de bem-estar
animal, pode recorrer-se a um método que permita a sobrevivéncia do animal,
como a colheita na veia caudal ou noutro vaso sanguineo adequado, ou optar-se
por realizar a colheita num vaso principal ou por pungdo cardiaca, depois de
eutanasiar o animal. Tanto no caso dos eritrocitos provenientes de medula 6ssea
como no caso dos eritrocitos provenientes de sangue periférico, e conforme o
método de analise utilizado, pode efetuar-se imediatamente uma coloracdo su-
pravital das células (16) (17) (18), proceder-se a preparacdo de esfregagos das
mesmas, que sdo em seguida corados para analise microscopica, ou optar-se por
fixar e corar as células de modo adequado a uma analise por citometria de fluxo.
A utilizagdo de um corante especifico do ADN — por exemplo: laranja de
acridina (35) ou uma combinagdo do corante 33258 da Hoechst e de
pironina-Y (36) — pode eliminar alguns erros associados a utilizacdo de corantes
inespecificos do ADN. Esta vantagem ndo exclui a utilizacdo de corantes con-
vencionais (por exemplo o Giemsa para analise microscopica). Podem igualmente
ser utilizados outros sistemas — por exemplo colunas de celulose para remogio
das células nucleadas (37) (38) —, desde que comprovadamente compativeis com
a preparacao laboratorial das amostras.

Caso sejam aplicaveis, podem ser utilizados anticorpos anticinetécoro (39), o
método FISH com sondas de ADN pancentromérico (40) ou a marcagdo in
situ com iniciadores pancentroméricos especificos, em combina¢do com uma
coloragdo de contraste adequada do ADN (41), para identificar a natureza dos
micronucleos (cromossomas inteiros ou fragmentos de cromossomas), a fim de
determinar se o mecanismo indutor da formagdo de micronucleos resulta de
atividade clastogénica e/ou aneugénica. Na diferenciagdo entre clastogénios e
aneugénios, podem ser utilizados outros métodos, cuja eficicia tenha sido
demonstrada.

Analise (automatica e nao-automatica)

Todas as laminas ou amostras a analisar, incluindo as dos grupos de controlo
positivo e negativo, devem ser codificadas individualmente e de forma aleatoria
antes de qualquer analise, para que a pessoa que efetua as contagens ndo fique a
par dos niveis de exposi¢ao. Essa codificagdo é desnecessaria quando se utilizam
sistemas de contagem automaticos, que ndo se baseiam num exame visual, in-
fluenciavel pelo operador. Determina-se a propor¢do de eritrocitos imaturos no
total de eritrocitos (imaturos + maturos) para cada animal através da contagem
de, pelo menos, 500 eritrocitos, no caso da medula dssea, ou 2 000 eritrocitos, no
caso do sangue periférico (42). A incidéncia de eritrocitos imaturos micronuclea-
dos deve ser determinada examinando, pelo menos, 4 000 eritrocitos imaturos por
animal (43). Se a base de dados histéricos de controlo negativo do laboratério
indicar que a frequéncia média de fundo de eritrocitos imaturos micronucleados ¢é
inferior a 0,1 %, deve ponderar-se o exame de células adicionais. Nas amostras
analisadas, a propor¢do de eritrocitos imaturos no total de eritrocitos, nos animais
expostos, ndo deve ser inferior a 20 % da proporgdo verificada no grupo de
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controlo do excipiente/solvente, numa contagem ao microscopio, nem inferior a
aproximadamente 5 % da proporgdo verificada no grupo de controlo do exci-
piente/solvente, numa contagem por métodos citométricos dos eritrocitos imatu-
ros com reacdo positiva 8 CD71 (ver o ponto 31) (29). Por exemplo, no caso de
um ensaio de medula dssea com contagem por microscopia, se a propor¢do de
eritrocitos imaturos na medula d6ssea do grupo de controlo for de 50 %, o limite
superior de toxicidade sera de 10 % de eritrocitos imaturos.

Dado que o bago da ratazana retém e destr6i os eritrocitos micronucleados, €
preferivel restringir a analise de eritrocitos imaturos micronucleados a fragdo
mais jovem, para garantir uma sensibilidade elevada ao analisar sangue periférico
desta espécie. Quando se recorre a métodos de andlise automaticos, ¢ possivel
identificar esses eritrocitos mais imaturos com base no teor elevado de ARN dos
mesmos ou no elevado nivel de recetores da transferina (reagio positiva a CD71)
expressos a superficie dos ditos (31). Porém, a comparagdo direta de varios
métodos de coloragdo revelou que podem ser obtidos resultados satisfatorios
por diversos métodos, nomeadamente pela coloragdo classica com laranja de
acridina (3) (4).

DADOS E RELATORIOS
Tratamento dos resultados

Devem ser apresentados num quadro os dados relativos a cada animal. Devem
ser indicados separadamente, para cada animal examinado, o niimero de eritro-
citos imaturos, o niimero de eritrocitos imaturos micronucleados e a proporgao de
eritrocitos imaturos no total de eritrocitos. Se se tiverem exposto ratos ao produto
quimico em estudo continuamente durante quatro semanas ou mais, também
devem ser indicados os dados eventualmente obtidos relativamente ao niimero
e a proporgdo de eritrocitos maturos micronucleados. Devem também ser indi-
cados dados relativos a toxicidade revelada nos animais e aos sinais clinicos
neles evidenciados.

Critérios de aceitabilidade

Critérios para determinar a aceitabilidade do ensaio:

a. Os dados relativos ao grupo de controlo negativo ensaiado em paralelo sdo
considerados aceitaveis para inclusdo na base de dados historicos de controlo
do laboratério (ver os pontos 15 a 18);

b. Os grupos de controlo positivo ou de controlo de contagem ensaiados em
paralelo induzem respostas compativeis com as incluidas na base de dados
histéricos de controlo positivo e geram um aumento com significancia esta-
tistica relativamente ao grupo de controlo negativo ensaiado em paralelo (ver
os pontos 24 a 25);

c. Foi analisado um niimero adequado de doses e de células;

d. Os critérios de selegdo da dose mais elevada sdo coerentes com os descritos
nos pontos 30 a 33.

Avaliacio e interpretacdo dos resultados

Se forem cumpridos todos os critérios de aceitabilidade, o produto quimico em
estudo ¢ considerado inequivocamente positivo se:

a. Pelo menos um dos grupos de exposi¢do apresentar aumento, com significan-
cia estatistica, da frequéncia de eritrocitos imaturos micronucleados, em rela-
¢do ao grupo de controlo negativo ensaiado em paralelo;

b. Esse aumento, avaliado por recurso a uma analise de tendéncias adequada, for
dependente da dose no periodo correspondente a, pelo menos, um dos tempos
de colheita de amostras; e

¢. Nenhum destes resultados estiver fora da distribui¢do dos dados historicos de
controlo negativo (por exemplo limites de 95 % dos controlos, com base
numa distribui¢do de Poisson).
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Se, ao se colherem amostras uma vez transcorrido um periodo determinado para
o efeito, apenas se examinar a dose mais elevada, o produto quimico em estudo ¢
considerado inequivocamente positivo caso se verifique aumento, com signifi-
céncia estatistica, em relagdo ao grupo de controlo negativo ensaiado em paralelo
e os resultados correspondentes se situem fora da distribui¢do dos dados histo-
ricos de controlo negativo (por exemplo: limites de 95 % dos controlos, com
base numa distribuigdo de Poisson). As referéncias bibliograficas (44) (45) (46)
(47) contém recomendagdes sobre os métodos estatisticos mais adequados.
Quando se estuda a resposta a dosagem, devem ser analisados, pelo menos,
trés grupos expostos a doses diferentes do produto quimico em estudo. A unidade
experimental dos testes estatisticos deve ser o animal. Um resultado positivo no
ensaio de microntcleos indica que o produto quimico em estudo induz a forma-
¢do de micronucleos, como resultado de danos provocados nos cromossomas ou
no aparelho mitotico dos eritroblastos da espécie ensaiada. Caso se tenha reali-
zado um ensaio de dete¢do de centromeros em micronucleos, considerar-se-ao
aneugénicos os produtos quimicos que produzam micronucleos com centrémeros
(detegdo de ADN centromérico ou de cinetdcoro, indicativos de perda cromos-
somica total).

Se forem cumpridos todos os critérios de aceitabilidade, o produto quimico em
estudo ¢ considerado inequivocamente negativo se, em todas as condigdes ex-
perimentais examinadas:

a. Nenhum dos grupos de exposi¢do apresentar aumento, com significancia es-
tatistica, da frequéncia de eritrdcitos imaturos micronucleados, em relagdo ao
grupo de controlo negativo ensaiado em paralelo;

b. Nao se observar nenhum aumento dependente da dose, numa avaliagdo feita
com base numa analise de tendéncias adequada, para nenhum tempo de
amostragem;

c. Todos os resultados se situarem dentro da distribuigdo dos dados histéricos de
controlo negativo (por exemplo: limites de 95 % dos controlos, com base
numa distribui¢do de Poisson); e

d. A medula éssea tiver sido exposta ao(s) produto(s) quimico(s) em estudo.

As referéncias bibliograficas (44) (45) (46) (47) contém recomendagdes sobre os
métodos estatisticos mais adequados. A exposicdo da medula 6ssea ao produto
quimico em estudo pode ser comprovada por uma redugdo da razdo entre os
eritrocitos imaturos e os eritrocitos maturos ou por medi¢do dos niveis do pro-
duto quimico em estudo no plasma ou no sangue. No caso da administragdo
intravenosa, ndo sdo necessarias provas da exposi¢do. Em alternativa, para de-
monstrar a exposicdo da medula 6ssea, pode recorrer-se a dados de absorcéo,
distribuigdo, metabolismo e excrecdo (ADME) obtidos num estudo independente,
pela mesma via e na mesma espécie. Um resultado negativo indica que, nas
condi¢des do ensaio, o produto quimico em estudo ndo induz a formagdo de
micronucleos em eritrocitos imaturos da espécie ensaiada.

As respostas inequivocamente positivas ou inequivocamente negativas nao care-
cem de confirmagao.

No caso de a resposta ndo ser inequivocamente negativa nem inequivocamente
positiva, para se tirarem conclusdes sobre a importancia biologica de um resul-
tado (por exemplo um aumento ténue ou no limite), os dados devem ser avalia-
dos por peritos e/ou as experiéncias realizadas devem ser objeto de estudos
complementares. Em alguns casos, pode ser util analisar mais células ou repetir
o ensaio, alterando as condigdes experimentais.

Em certos casos, raros, mesmo apds estudos complementares, os dados obtidos
ndo permitirdo concluir por um resultado positivo ou negativo do ensaio do
produto quimico, pelo que se considerard que o resultado do estudo ¢ ambiguo.

Relatorio do ensaio

Elementos a constar do relatorio do ensaio:
Resumo
Produto quimico em estudo:

— origem, niimero de lote e data-limite de utilizacdo, se forem conhecidos;
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— estabilidade, se for conhecida.

Substancia monocomponente:

— aspeto fisico, hidrossolubilidade e outras propriedades fisico-quimicas
relevantes;

— dados de identificagdo quimica, como as denominagdes IUPAC ou CAS, o
numero CAS, o codigo SMILES ou InChl, a férmula estrutural, o grau de
pureza, a identidade quimica das impurezas, se justificado e exequivel, etc.

Substancia multicomponentes, UVCB e misturas:

— caracteriza¢do, tanto quanto possivel, pela identidade quimica (ver acima),
pela ocorréncia quantitativa e pelas propriedades fisico-quimicas relevantes
dos componentes.

Preparagdo do produto quimico em estudo:

— justificagdo do excipiente escolhido;

— solubilidade e estabilidade do produto quimico em estudo no solvente/exci-
piente, se forem conhecidas;

— preparagdo de formulas alimentares, na dgua de beber ou inalaveis;

— determinagdes analiticas realizadas (eventualmente) a essas formulas (por
exemplo: estabilidade, homogeneidade, concentragdes nominais).

Animais ensaiados:

— espécie/estirpe utilizada e justificagdo da utilizagdo;

— numero, idade e sexo;

— origem, condi¢des de alojamento, dieta etc.;

— método de identificagdo univoca dos animais;

— em estudos de curta duragdo: peso de cada animal no inicio e no final do
ensaio; em estudos de durag@o superior a uma semana: peso corporal de cada
animal durante o estudo e consumo de alimentos; devem incluir-se, para cada
grupo, a gama de pesos corporais, com a média e o desvio-padrao respetivos.

Condi¢ées de realizagdo do ensaio:

— dados de controlo positivo e de controlo negativo (excipiente/solvente);

— resultados do eventual estudo exploratorio da gama de dosagem;

— fundamentagdo da escolha das doses;

— elementos relativos a preparacdo do produto quimico em estudo;

— elementos relativos a administracdo do produto quimico em estudo;

— fundamentagdo da via e do periodo de administragdo;

— métodos para verificar se os produtos quimicos em estudo entraram na cir-
culagdo geral ou atingiram o tecido-alvo;
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— dose real (mg/kg de peso corporal/dia), calculada a partir da concentragdo do
produto quimico em estudo nos alimentos/na agua de beber (ppm) e do
consumo de alimentos/de agua de beber, se aplicavel,

— elementos relativos a qualidade dos alimentos e da agua;

— método de eutanasia;

— eventual método de analgesia;

— descricdo detalhada da exposi¢do e do programa de colheita de amostras e
justificag@o das escolhas feitas;

— métodos de preparacdo das laminas;

— procedimentos para o isolamento e a conservagdo das amostras;

— métodos de medigdo da toxicidade;

— critérios de contabiliza¢do dos eritrocitos imaturos micronucleados;

— numero de células analisadas por animal para determinar a frequéncia de
eritrocitos imaturos micronucleados e a propor¢do de eritrocitos imaturos
em relagdo aos eritrocitos maturos;

— critérios de aceitabilidade do estudo;

— métodos (como a utilizagdo de anticorpos anticinetdocoro ou de sondas espe-
cificas de ADN centromérico) para determinar se os micronucleos contém
cromossomas inteiros ou fragmentos de cromossomas, se aplicavel;

Resultados:

— estado dos animais antes e durante o periodo de ensaio, incluindo sinais de
toxicidade;

— proporgdo de eritrocitos imaturos em relagdo ao total de eritrdcitos;

— numero de eritrocitos imaturos micronucleados correspondente a cada animal;

— média e desvio-padrdo dos eritrocitos imaturos micronucleados corresponden-
tes a cada grupo;

— relagdo dose-resposta, se possivel;

— métodos estatisticos utilizados e analises estatisticas efetuadas;

— dados relativos aos grupos de controlo negativo e de controlo positivo en-
saiados em paralelo, indicando os intervalos, valores médios e desvios-padrdo
correspondentes;

— dados histdricos relativos ao controlo negativo e ao controlo positivo, indi-
cando os intervalos, valores médios e desvios-padrdo correspondentes e os
limites de 95 % dos controlos da distribui¢do, bem como o periodo abrangido
e o numero de pontos de dados;

— dados comprovativos da exposicdo da medula dssea;

— dados de caracterizagdo indicativos da presenca, nos micronucleos, de cro-
mossomas inteiros ou de fragmentos de cromossomas, se aplicavel;

— critérios de resposta positiva ou negativa cumpridos.
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Discussdo dos resultados.
Conclusao.
Referéncias.
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Apéndice 1

DEFINICOES

Centréomero: Regido ou regides de um cromossoma as quais se ligam as fibras
fusiformes durante a divisdo celular, permitindo o movimento organizado dos
cromossomas-filhos para os polos das células-filhas.

Produto quimico: Substincia ou mistura.

Eritroblasto: Estadio inicial do desenvolvimento dos eritrocitos, imediatamente
anterior a formagdo do eritrocito imaturo, durante o qual a célula ainda possui um
ntcleo.

Cinetocoro: Estrutura proteica que se forma no centromero das células eucario-
ticas, que liga o cromossoma a polimeros microtubulares do fuso mitdtico du-
rante a mitose ¢ a meiose € que separa os cromatideos do mesmo cromossoma
durante a divisdo celular.

Micronucleo: Pequeno nucleo separado do nucleo principal da célula e que se
adiciona a este, formado durante a telofase da mitose ou meiose por cromosso-
mas inteiros ou fragmentos de cromossoma retardatarios.

Eritrécito normocromatico ou maturo: Eritrocito totalmente maturo, que per-
deu o ARN residual presente depois da enucleagdo e/ou outros marcadores
celulares de vida curta que geralmente desaparecem a seguir a enucleagao, depois
da divisdo final do eritroblasto.

Eritrécito policromatico ou imaturo: Eritrocito recém-formado, num estadio
intermédio de desenvolvimento, que ¢é corado tanto pelo componente azul
como pelo componente vermelho dos corantes sanguineos cldssicos, como o
corante combinado de Wright-Giemsa, devido a presenca de ARN residual na
célula recém-formada. Estas células recém-formadas sdo praticamente idénticas
aos reticuldcitos, observaveis por meio de um corante vital que faz o ARN
residual aglutinar-se num reticulo. Atualmente, utilizam-se muitas vezes outros
métodos para identificar eritrocitos recém-formados, como a coloragdo monocro-
matica do ARN com corantes fluorescentes ou a marcagdo de marcadores super-
ficiais de vida curta, como a CD71, com anticorpos fluorescentes. Os eritrocitos
policromaticos, os reticuldcitos e os eritrocitos com reagao positiva a CD71 séo
todos eles eritrocitos imaturos, embora corresponda a cada um deles uma dis-
tribui¢do etéria ligeiramente diferente.

Reticulocito: Eritrocito recém-formado que é corado por um corante vital que faz
o ARN residual aglutinar-se num reticulo caracteristico. A distribuicdo etaria dos
reticuldcitos e dos eritrocitos policromaticos é semelhante.

Produto quimico em estudo: Qualquer substincia ou mistura a qual seja apli-
cado este método de ensaio.
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Apéndice 2

MODELO FATORIAL PARA IDENTIFICAR DIFERENCAS ENTRE
SEXOS NO ENSAIO IN VIVO DE MICRONUCLEOS

Modelo fatorial e sua analise

Neste modelo sdo ensaiados, no minimo, 5 machos e 5 fémeas a cada concen-
tragdo, totalizando, no minimo, 40 animais (20 machos e 20 fémeas, além dos
controlos positivos necessarios).

Este modelo, que constitui um dos modelos fatoriais mais simples, equivale a
uma analise de variancia bidirecional em que o sexo e a concentragdo sdo os
efeitos principais. Os dados podem ser analisados por varios pacotes de sofiware
estatistico correntes, como o SPSS, o SAS, o STATA ¢ o Genstat, bem como por
recurso a linguagem R.

A analise discrimina, no conjunto de dados, a variabilidade entre os sexos, a
variabilidade entre as concentragdes e a variabilidade ligada a interagdo entre os
sexos e as concentragdes. Cada um destes termos ¢ comparado com uma esti-
mativa da variabilidade entre os animais replicados nos grupos do mesmo sexo
expostos @ mesma concentragdo. Em muitos manuais de estatistica (ver «Refe-
réncias»), bem como na fungdo «ajuda» dos pacotes estatisticos, encontram-se
disponiveis dados pormenorizados da metodologia em causa.

Analisa-se em seguida o termo da interagdo sexo-concentragdo num quadro
ANOVA ("). Na auséncia de um termo de interagdo significativo, a combinagéo
dos valores correspondentes aos sexos ou aos niveis de concentragdo permite
realizar testes estatisticos validos entre os niveis, com base no termo de variabi-
lidade intragrupo combinada resultante da ANOVA.

A analise prossegue repartindo a estimativa da variabilidade entre as concentra-
¢des por contrastes, 0 que permite testar os contrastes lineares e quadraticos das
respostas as concentragoes. Quando ha interagdo significativa sexo-concentragao,
este termo pode igualmente ser repartido num contraste de interagdo linear em
fungdo do sexo e num contraste de interagdo quadratica em fungdo do sexo. Estes
termos permitem verificar se as respostas as concentragdes sdo paralelas para os
dois sexos ou se a resposta difere de um sexo para o outro.

A estimativa da variabilidade intragrupo combinada pode servir para testar par-a-
-par diferencas entre médias. Estas comparagdes podem ser efetuadas entre as
médias correspondentes a cada um dos sexos e entre as médias correspondentes a
concentragdes diferentes (comparagdes com os niveis dos controlos negativos,
por exemplo). Caso haja interagdo significativa, podem efetuar-se comparagdes
entre as médias correspondentes a vérias concentragdes para um dos sexos ou
entre as médias dos dois sexos para a mesma concentragao.

Referéncias

Ha muitos manuais de estatistica que abordam a teoria, a modelagdo, a metodo-
logia, a analise e a interpretacdo de modelos fatoriais, que vdo desde a forma
mais simples (bifatorial) as formas mais complexas utilizadas na metodologia
descrita em «Design of Experiments». Apresenta-se a seguir uma lista ndo-exaus-
tiva. Algumas publicacdes ddo exemplos concretos de modelos comparaveis,
incluindo, por vezes, o codigo para efetuar as analises por recurso a varios
pacotes de sofiware.

(') Os estatisticos que adotem uma metodologia de modelizagdo como a dos modelos
lineares gerais (GLM) podem realizar esta andlise de uma forma diferente, embora
comparavel, sem utilizarem necessariamente o quadro ANOVA tradicional, que recorre,
para os calculos estatisticos, a métodos algoritmicos da era pré-informatica.



02008R0440 — PT — 14.10.2024 — 010.001 — 284

Box, G.E.P, Hunter, W.G., Hunter, J.S. (1978). Statistics for Experimenters. An
Introduction to Design, Data Analysis, and Model Building. Nova lorque, John
Wiley & Sons.

Box, G.E.P., Draper, N.R. (1987). Empirical model-building and response surfa-
ces. John Wiley & Sons Inc.

Doncaster, C.P., Davey, A.J.H. (2007). Analysis of Variance and Covariance:
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sity Press.

Mead, R. (1990). The Design of Experiments. Statistical principles for practical
application. Cambridge University Press.

Montgomery, D.C. (1997). Design and Analysis of Experiments. John Wiley &
Sons Inc.
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B.13./14. MUTAGENICIDADE — ENSAIO DE MUTACAO REVERSA
EM BACTERIAS

A descri¢do completa deste método de ensaio foi suprimida. O método de ensaio
internacional equivalente consta do quadro 2 da parte 0.
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B.17. ENSAIO IN VITRO DE MUTACAO GENICA EM CELULAS DE
MAMIFEROS UTILIZANDO OS GENES HPRT E XPRT

A descri¢do completa deste método de ensaio foi suprimida. O método de ensaio
internacional equivalente consta do quadro 2 da parte 0.
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B.21. TESTES DE TRANSFORMACAO DE CELULAS DE
MAMIFERO IN VITRO

1. METODO
1.1. INTRODUCAO

Ver Introdugdo Geral, parte B.

1.2. DEFINICAO

Ver Introdugdo Geral, parte B.

1.3. SUBSTANCIAS DE REFERENCIA
Nenhuma.
1.4. PRINCIPIO DO METODO DE ENSAIO

Podem utilizar-se sistemas de cultura de células de mamifero para
detectar in vitro alteragdes do fendtipo induzidas por substancias
quimicas associadas com uma transformac¢do maligna in vivo. Entre
as culturas mais frequentemente utilizadas contam-se as C3HI1OT
1/2, 3T3, SHE, rato Fischer; os testes baseiam-se nas alteragdes da
morfologia celular, formagdo de ninhos celulares ou alteragoes li-
gadas a necessidade de ancoragem a um agar semi-solido. Existem
outros sistemas menos frequentemente utilizados que detectam ou-
tras alteragdes fisiologicas ou morfologicas nas células depois de
uma exposi¢do a carcinogénios quimicos. Nenhum dos fendmenos
finais destes testes in vitro apresenta uma relagdo mecanicista esta-
belecida com o cancro. Alguns dos sistemas de testes sdo capazes
de detectar promotores de tumores. Pode determinar-se a citotoxi-
cidade medindo o efeito da substancia a testar sobre a capacidade
para formar uma colonia (eficacia de cloning) ou ainda sobre as
taxas de crescimento das culturas. A medi¢do da citotoxicidade tem
por fim determinar se a exposi¢do da substincia testada foi toxico-
logicamente significativa mas ndo pode servir para calcular a fre-
quéncia das transformagdes em todas as provas uma vez que algu-
mas destas podem implicar uma incubag@o prolongada e/ou uma
nova passagem.

1.5. CRITERIOS QUALITATIVOS
Nenhum.

1.6. DESCRICAO DO METODO DE ENSAIO
Preparativos
Células

Podem ser utilizadas vérias linhas celulares ou células primarias,
dependendo do teste de transformagdo utilizado. O investigador
deve assegurar-se de que as células do teste efectuado apresentam
a alteragdo fenotipica adequada depois da exposi¢do a carcinogé-
nios conhecidos e que a validade e fiabilidade do teste efectuado no
seu laboratorio sejam comprovadas e documentadas.

Meio

Deverdo utilizar-se meios e condi¢des de ensaio adequados ao teste
de transformacdo utilizado.
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Substidncia a testar

As substancias a testar podem ser preparadas nos meios de cultura,
e dissolvidas ou colocadas em suspensdo em veiculos apropriados
antes do tratamento das células. A concentragdo final do veiculo no
sistema de cultura ndo deve afectar a viabilidade celular nem a taxa
de crescimento, nem a incidéncia de transformagdes.

Activagdo metabodlica

As células deverdo ser expostas a substincia a testar na presenca e
na auséncia de um sistema de activagcdo metabdlica adequado. Al-
ternativamente, quando se utilizar tipos de células com actividade
metabolica intrinseca, a natureza dessa actividade sera comprova-
damente apropriada a classe quimica testada.

Condi¢ées do ensaio
Utilizagdao de controlos positivos e negativos

Serdo incluidos em cada experiéncia controlos positivos utilizando
uma substancia com ac¢do directa e uma substancia necessitando de
activagdo metabdlica; utilizar-se-a igualmente um controlo negativo
(veiculo).

Podem ser utilizadas como controlos positivos as seguintes subs-
tancias:

— substancias quimicas com acgdo directa:

— etilmetanosulfonato,

— p-propiolactona,

— substancias necessitando de activagdo metabolica:

— 2-acetilaminofluoreno,

— 4-dimetilaminobenzeno,

— 7,12-dimetilbenzantraceno.

Devera ser incluido, quando justificado, um controlo positivo su-
plementar pertencendo a mesma classe quimica que a substincia
testada.

Concentragcdes de exposigdo

Deverio ser utilizadas varias concentragdes das substincias a testar.
Estas concentragdes deverdo produzir um efeito toxico dependente
da concentragdo; a concentragdo maxima devera produzir uma baixa
taxa de sobrevivéncia, a concentragdo minima uma taxa de sobre-
vivéncia préxima da observada nos controlos negativos. As subs-
tancias relativamente insoliiveis na agua serdo testadas até ao seu
limite de solubilidade com métodos apropriados. No caso de subs-
tancias ndo toxicas, francamente soluveis na agua, a concentragdo
maxima devera ser determinada caso a caso.
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3.2.

Procedimento

As células serdo expostas durante um periodo de tempo dependente
do sistema celular utilizado, que pode implicar um novo tratamento
acompanhado de mudanca de meio (e se necessario uma nova
mistura de activagdo metabolica) se a exposi¢do for prolongada.
As células que ndo tenham actividade metabolica intrinseca sufi-
ciente deverdo ser expostas a substdncia a testar na presenca e na
auséncia de um sistema de activagdo metabolica apropriado. No fim
do periodo de exposicdo, as células sdo lavadas de forma a eliminar
a substancia testada e cultivadas em condigdes que permitam o
aparecimento do fenotipo transformado em estudo sendo entdo de-
terminada a incidéncia desta transformag@o. Todos os resultados
deverdo ser confirmados por uma experiéncia independente.

RESULTADOS

Os resultados deverdo ser apresentados em quadros e podem ser
apresentados de varias formas consoante o método utilizado, por
exemplo, contagem por placa, placas positivas ou namero de célu-
las transformadas. Quando apropriado, a sobrevivéncia serda ex-
pressa em percentagem das taxas de controlo e a frequéncia de
transformagdo corresponderd ao niimero de células transformadas
por numero de sobreviventes. Os resultados deverdo ser avaliados
com métodos estatisticos apropriados.

RELATORIO
RELATORIO DO TESTE

O relatorio do teste devera incluir as seguintes informagoes:

— tipo de célula utilizada, nimero de culturas de células, métodos
de manutenc¢do das culturas de células,

— condigdes do teste: concentragdo da substincia a testar, veiculo
usado, tempo de incubagdo, duragdo e frequéncia do tratamento,
densidade celular durante o tratamento, tipo de sistema exégeno
de activagdo metabolica utilizado, controlos positivos e negati-
vos, especificagdo do fendtipo estudado, sistema selectivo usado
(se apropriado); justificacdo da escolha das doses,

— método utilizado para contar as células vidveis e as
transformadas;

— avaliagdo estatistica,
— discussdo dos resultados,
— interpretagdo dos resultados.

AVALIACAO E INTERPRETACAO

Ver Introdugdo Geral, parte B.

REFERENCIAS

Ver Introdugdo Geral, parte B.
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B.22. ENSAIO DE LETALIDADE DOMINANTE NO ROEDOR

Este método de ensaio foi suprimido, uma vez que deixou de ser reconhecido
como adequado para produzir informagdes sobre as propriedades toxicologicas
dos produtos quimicos para efeitos do Regulamento (CE) n.° 1907/2006. Os
métodos de ensaio aplicaveis ao pardmetro em questdo constam do quadro 2
da parte 0.
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B.23. ENSAIO DE ABERRACOES CROMOSSOMICAS EM
ESPERMATOGONIAS DE MAMIFERO

INTRODUCAO

1. O presente método de ensaio ¢ equivalente a Test Guideline 483 (2016) da
OCDE. Os métodos de ensaio sdo revistos periodicamente a luz do progresso
cientifico, das necessidades normativas em evolugdo e de consideragdes de
bem-estar animal. A presente versdo alterada do método de ensaio reflete
muitos anos de experiéncia com este ensaio e o potencial de integracdo ou de
combinagdo deste ensaio com outros estudos de toxicidade ou genotoxici-
dade. A combinagdo de estudos de toxicidade tem potencial para reduzir o
nimero de animais utilizados em ensaios de toxicidade. O presente método
faz parte de uma série de métodos de ensaio no dominio da toxicologia
genética. Esta disponivel um documento da OCDE que fornece informagdes
sucintas sobre ensaios de toxicologia genética e resume as alteragdes recen-
temente introduzidas nas orientacdes da OCDE neste dominio (1).

2. O objetivo do ensaio in vivo de aberragdes cromossOmicas em espermato-
gonias de mamifero consiste em identificar os produtos quimicos que causam
aberragdes cromossomicas estruturais nas células espermatogonias de mami-
feros (2) (3) (4). Além disso, o presente ensaio ¢ relevante para a avaliagdo
da genotoxicidade, porquanto, embora possam variar consoante as espécies,
os fatores do metabolismo in vivo, da farmacocinética e dos processos de
reparacdo do ADN estdo ativos e contribuem para a resposta. O método do
presente ensaio ndo foi concebido para medir aberragdes numéricas e ndo €
normalmente utilizado para esse efeito.

3. O presente ensaio mede aberragdes cromossOmicas estruturais (tanto cromos-
somicas como cromatidicas) na divisdo das células germinais espermatogo-
nias e, por conseguinte, pressupde-se que tenha um carater de previsio da
inducdo de mutagdes hereditarias nas células germinais.

4. Os termos-chave encontram-se definidos no apéndice.

CONSIDERACOES INICIAIS

5. O presente ensaio utiliza normalmente roedores mas, em alguns casos, po-
dem ser adequadas outras espécies, mediante justificacdo cientifica. As pre-
paragdes citogenéticas normais dos ensaios com roedores geram metafases
mitdticas (espermatogénias) e meidticas (espermatocitos). As metafases mi-
toticas e meidticas sdo identificadas com base na morfologia dos cromosso-
mas (4). O ensaio citogenético in vivo deteta aberragcdes cromossomicas
estruturais nas mitoses espermatogonias. O presente método de ensaio visa
outros tipos de células.

6. Para detetar aberragdes cromatidicas em células espermatogénias deve
examinar-se a primeira divisdo mitdtica da célula apos a exposicdo, antes
de estas aberragdes se converterem em aberragdes cromossomicas nas divi-
soes celulares subsequentes. Podem obter-se informacdes adicionais sobre os
espermatocitos expostos através da analise cromossomica dos cromossomas
meiodticos para detecdo de aberragdes cromossOmicas estruturais nas metafa-
ses I e II da diacinese.
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10.

11.

12.

Nos testiculos estdo presentes varias geragdes de espermatogoénias (5), e estes
diferentes tipos de células germinais podem ter diferentes sensibilidades ao
tratamento quimico. Logo, as aberragdes detetadas representam uma resposta
agregada das varias populagdes de células espermatogonias expostas. A
maioria das células mitdticas nos preparativos do testiculo sdo espermatogé-
nias de tipo B, que tém um ciclo celular de aproximadamente 26 horas (3).

O presente ensaio ndo ¢ apropriado caso existam provas de que o produto
quimico em estudo ou o(s) seu(s) metabolito(s) ndo atingem o testiculo.

PRINCIPIO DO METODO DE ENSAIO

Por norma, os animais sdo expostos ao produto quimico em estudo através
de um modo de exposi¢do apropriado. Ao cabo de um periodo pos-exposi¢ao
adequado, sdo eutanasiados. Antes da eutanasia, os animais sdo tratados com
um agente fixador da metafase (por exemplo, colquicina ou Colcemid®).
Seguidamente, sdo feitas preparacdes de cromossomas a partir das células
germinais e, apds serem coradas, as células em metafase sdo analisadas para
detegdo de aberragdes cromossomicas.

VERIFICACAO DA COMPETENCIA DO LABORATORIO

A competéncia para este ensaio deve ser estabelecida mediante a demons-
tragdo da capacidade de reproduzir os resultados esperados em termos de
frequéncias estruturais de aberragdes cromossomicas em espermatogonias
com substancias de controlo positivo (incluindo respostas fracas), como as
enumeradas no quadro 1, e a obtengdo de frequéncias de controlo negativo
coerentes com a gama aceitavel de dados de controlo constantes da literatura
publicada — p. ex.: (2) (3) (6) (7) (8) (9) (10) — ou com a distribuicdo do
controlo historico do laboratério, se disponivel.

DESCRICAO DO METODO
Preparagoes
Seleg¢do de espécies animais

Devem ser utilizados animais adultos, jovens e saudaveis das espécies de
laboratorio mais comuns. Sdo normalmente utilizados ratos machos; no en-
tanto, os machos de outras espécies de mamiferos adequadas podem ser
utilizados quando cientificamente justificado e para permitir que o ensaio
seja realizado em conjun¢do com outro método de ensaio. A justificacdo
cientifica para a utilizagdo de outras espécies que ndo roedores deve constar
do relatorio.

Condigoes de alojamento e de alimentagdo dos animais

No caso dos roedores, a temperatura do biotério deve ser de 22 °C (£3 °C).
Embora a humidade relativa ideal seja de 50-60 %, na pratica pode descer
a 40 %, nao devendo exceder 70 %, exceto durante a lavagem do biotério. A
iluminagdo deve ser artificial, com uma alternancia de 12 horas de luz e 12
horas de obscuridade. Para a alimentagdo, podem ser usadas dietas conven-
cionais de laboratorio, com acesso ilimitado a agua potavel. Se o produto
quimico em estudo for administrado pela alimentagdo, a escolha da dieta
podera ser condicionada pela necessidade de assegurar a dosagem adequada.
Os roedores devem ser alojados em pequenos grupos (ndo mais de cinco por
gaiola), caso ndo se prevejam comportamentos agressivos, de preferéncia em
gaiolas solidas com um enriquecimento ambiental adequado. Os animais
podem ser alojados individualmente se tal se justificar do ponto de vista
cientifico.
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13.

14.

15.

16.

17.

Preparacdo dos animais

Utilizam-se geralmente animais machos jovens adultos (8-12 semanas de
idade no inicio do tratamento), distribuidos aleatoriamente pelos grupos de
controlo e de tratamento. Os animais sdo identificados de forma univoca,
utilizando um método que ndo cause sofrimento e seja 0 menos invasivo
possivel (por exemplo: (p. ex., anilhagem, marcagdo, microchip ou identifi-
cagdo biométrica, mas ndo entalhe de orelhas nem amputagdo de falanges), e
sdo aclimatados as condi¢des de laboratorio durante, pelo menos, cinco dias.
As gaiolas devem estar dispostas de forma a minimizar possiveis efeitos
derivados do seu posicionamento. Deve evitar-se a contaminagdo cruzada
pelo controlo positivo e pelo produto quimico em estudo. No inicio do
estudo, a variag@o entre os pesos individuais dos animais deve ser minima,
ndo devendo exceder+20 %.

Preparagdo das doses

Os produtos quimicos em estudo na forma sélida devem ser dissolvidos ou
suspensos em solventes ou veiculos adequados, ou misturados na dieta ou na
agua potavel antes da administragdo aos animais. Os produtos quimicos em
estudo no estado liquido podem ser adicionados diretamente aos sistemas em
estudo e/ou diluidos antes da administragdo. No caso das exposi¢cdes por
inalagdo, os produtos quimicos em estudo podem ser administrados sob a
forma de gas, vapor ou aerossol solido/liquido, consoante as respetivas pro-
priedades fisico-quimicas. Devem utilizar-se preparagdes frescas do produto
quimico em estudo, a menos que os dados de estabilidade demonstrem que o
mesmo pode ser armazenado e determinem as condigdes de armazenagem
adequadas.

Condicdes de ensaio — solvente/veiculo

O solvente/veiculo ndo deve produzir efeitos toxicos nas doses utilizadas
nem reagir quimicamente com o produto quimico em estudo. A eventual
utilizagdo de solventes/veiculos menos habituais deve ser fundamentada por
dados de referéncia que indiquem a sua compatibilidade. Recomenda-se,
sempre que possivel, a utilizagdo prioritaria de solventes/veiculos aquosos.
A agua, o soro fisiologico, uma solu¢do de metilcelulose, uma solugéo de sal
de sddio de carboximetilcelulose, o azeite € o 6leo de milho constituem
exemplos de solventes/veiculos compativeis de utilizagdo comum. Na ausén-
cia de dados de controlo histéricos ou publicados que demonstrem que o
solvente/veiculo atipico escolhido ndo induz nenhuma aberragdo estrutural
cromossomica ou outros efeitos deletérios, deve realizar-se um ensaio preli-
minar destinado a estabelecer a aceitabilidade do controlo do solvente ou
veiculo.

Amostras de controlo positivo

Devem utilizar-se sempre animais de controlo positivo em paralelo, a menos
que o laboratdrio tenha demonstrado competéncia na realizagdo do ensaio e o
tenha utilizado com regularidade no passado recente (nos ultimos 5 anos, por
exemplo). Se ndo for incluido um grupo de controlo positivo paralelo, cada
experiéncia deve compreender controlos de contagem (laminas fixas e ndo
coradas). Estes podem ser realizados mediante a inclusdo, no estudo, de
amostras de referéncia adequadas obtidas e armazenadas a partir de um
controlo positivo separado, efetuado a intervalos regulares (p. ex., a cada
6-18 meses), no laboratério em que o ensaio ¢ realizado: por exemplo, em
testes de competéncia e, subsequentemente, de uma forma regular, se neces-
sario.

As substancias de controlo positivo devem produzir, com fiabilidade, um
aumento detetavel na frequéncia de células com aberragdes cromossémicas
estruturais em relacdo ao nivel de ocorréncia espontanea. A dose de controlo
positiva a administrar deve ser escolhida de modo a que os seus efeitos
sejam claros, mas também a que as amostras codificadas ndo sejam imedia-
tamente identificadas pelo operador que procede as leituras. O quadro 1
apresenta exemplos de substincias de controlo positivas.
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Quadro 1

Exemplos de substincias de controlo positivas

Substéncias [N.” CAS] (referéncia n.%)

Ciclofosfamida mono-hidratada [n.° CAS 50-18-0 (n.° CAS 6055-19-2)] (9)

Ciclo-hexilamina [n.° CAS 108-91-8] (7)

Mitomicina C [n.° CAS 50-07-7] (6)

Acrilamida monoémera [n.° CAS 79-06-1] (10)

Trietilenomelamina [n.° CAS 51-18-3] (8)

Controlos negativos

Cada amostragem deve incluir animais de controlo negativo, tratados apenas
com solvente ou veiculo e, em todos os outros aspetos, da mesma forma que
os grupos de tratamento. Na auséncia de dados de controlo historicos ou
publicados que demonstrem que o solvente/veiculo escolhido ndo induz
aberragdes cromossomicas ou outros efeitos deletérios, todas as amostragens
devem incluir igualmente animais de controlo sem tratamento, de modo a
estabelecer a aceitabilidade do controlo do veiculo.

PROCEDIMENTO

Nuamero de animais

. No inicio do estudo, as dimensdes dos grupos devem ser estabelecidas de

forma a assegurar um minimo de 5 machos por grupo. Este numero de
animais por grupo € considerado suficiente para assegurar uma representati-
vidade estatistica adequada (isto ¢, permite, em geral, detetar pelo menos
uma duplicagdo da frequéncia das aberragdes cromosséomicas com um nivel
de controlo negativo de 1,0 % ou superior, com uma probabilidade de 80 %
a um nivel de significancia de 0,05) (3) (11). A titulo de orientagdo, um
estudo realizado com dois tempos de amostragem, trés grupos de doses e um
grupo de controlo negativo em paralelo, além de um grupo de controlo
positivo (cada um com cinco animais), requer 45 animais.

Programa de exposicio

Os produtos quimicos em estudo sdo geralmente administrados uma vez (ou
seja, num unico tratamento); podem ser utilizados outros regimes de dosa-
gem, desde que cientificamente justificados.

No grupo exposto a dose mais elevada sao realizadas duas amostragens apds
a exposi¢do. Dado que o tempo necessario para a absor¢do e metabolizag@o
do(s) produto(s) quimico(s) em estudo, bem como o efeito deste(s) na ciné-
tica do ciclo celular, pode afetar o momento 6timo para a detecdo de uma
eventual aberragdo cromossomica, recomenda-se a colheita de uma segunda
amostra 24 horas ap6s a primeira. Para as doses que ndo a dose mais
elevada, deve prever-se uma amostragem precoce de 24 horas (inferior ou
igual a duragdo do ciclo celular das espermatogonias B, de modo a otimizar
a probabilidade de contagem das primeiras metafases pos-tratamento) apos o
tratamento, a menos que se saiba que outro intervalo de amostragem ¢ mais
adequado e justificado.

Podem ser utilizados outros tempos de amostragem. Por exemplo, no caso de
produtos quimicos que induzam efeitos independentes do fator S, pode ser
adequado efetuar amostragens mais precoces (ou seja, menos de 24 horas).
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28.

O tratamento pode repetir as doses, nomeadamente em conjungdo com um
ensaio relativo a outros parametros que preveja um periodo de administragdo
de 28 dias (por exemplo, método de ensaio B.58); no entanto, serfo neces-
sarios outros grupos de animais para ter em conta os diferentes tempos de
amostragem. A adequagdo de tal calendario tem de ser justificada cientifi-
camente, numa base casuistica.

Antes da eutanasia, os animais sdo injetados intraperitonealmente com uma
dose apropriada de um produto quimico de fixacdo da metafase (por exem-
plo, colquicina ou Colcemid®). As amostras sdo colhidas a intervalos regu-
lares a partir desse momento. No caso dos ratos e ratazanas, este intervalo ¢é
de, aproximadamente, 3 a 5 horas.

Niveis de dosagem

Se, por ndo existirem dados adequados disponiveis que possam servir de
orientagdo na escolha das doses, for realizado um estudo exploratorio da
gama de dosagens a administrar, este deve ser realizado no mesmo labora-
torio, utilizando a mesma espécie, a mesma estirpe € 0 mesmo regime de
exposicao a utilizar no estudo principal, de acordo com recomendagdes para
a realizagdo de estudos exploratorios de determinagdo da gama de dosagens
(12). O estudo deve ter por objetivo identificar a dose maxima
toleravel (DMT), definida como a dose que, durante o periodo de ensaio,
produz efeitos ligeiramente toxicos (por exemplo, comportamentos ou rea-
¢des anormais, ligeira redugdo do peso corporal ou citotoxicidade do sistema
hematopoiético), mas ndo a morte ou sinais de dor, sofrimento ou tensdo que
obriguem a eutanasia dos animais (13).

A dose mais elevada pode igualmente ser definida como uma dose que
produz algumas indica¢des de toxicidade nas espermatogonias (por exemplo,
redugdo da taxa de mitose das espermatogodnias na primeira e segunda me-
tafases meioticas; essa redugdo ndo deve ser superior a 50 %.

Os produtos quimicos em estudo com atividade biologica especifica em
doses baixas ndo toxicas (como hormonas e agentes mitogénicos) e os pro-
dutos quimicos que apresentem saturagdo de propriedades toxicocinéticas
podem ser excegdes aos critérios de defini¢do da dosagem e devem ser
avaliados caso a caso.

Um estudo completo que vise obter informagdo sobre a resposta as doses
deve incluir um grupo de controlo negativo (ponto 18) e, no minimo, trés
niveis de dosagem, separados por um fator que, em geral, ¢ 2 e ndo pode ser
superior a 4. Se o produto quimico em estudo ndo produzir efeitos téxicos
num estudo de avaliagdo da gama de dosagens ou com base em dados
existentes, a dose mais elevada administrada de uma s6 vez deve ser de
2000 mg/kg de peso corporal. Contudo, se o produto quimico em estudo
gerar toxicidade, a dose maxima administrada deve ser a DMT e as dosagens
utilizadas devem, de preferéncia, abranger uma gama compreendida entre a
dose maxima e uma dose de toxicidade baixa ou nula. Caso se observe
toxicidade no tecido-alvo (testiculos) em todas as dosagens ensaiadas,
recomenda-se a realizagdo de um estudo complementar com doses ndo toxi-
cas. Os estudos destinados a obter informagdes quantitativas dose-resposta
mais precisas podem necessitar de mais grupos de dosagem. Os limites
indicados podem variar no caso do estudo de certos tipos de produtos qui-
micos (por exemplo medicamentos para uso humano) abrangidos por exi-
géncias especificas. Se o produto quimico em estudo produzir toxicidade,
deve selecionar-se a dose-limite e duas doses inferiores (conforme descrito
supra). A dose-limite para um periodo de administragdo igual ou superior a
14 dias ¢ de 1000 mg/kg de peso corporal/dia e, para um periodo de
administracdo inferior a 14 dias, a dose-limite ¢ de 2 000 mg/kg de peso
corporal/dia.
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Administracao das doses

Na concecdo de um ensaio, deve ter-se em mente a via prevista de exposi¢ao
humana. Por conseguinte, desde que devidamente justificadas, podem
escolher-se vias de exposicdo como a alimentacdo, a agua de beber, as
vias topica, subcutdnea ou intravenosa, a via oral (por gavagem), a via
inalatoria ou o recurso a implantes. A via escolhida deve garantir a exposi-
¢do adequada do tecido-alvo. Em geral, a injegdo intraperitoneal ndo é re-
comendada — a menos que se justifique cientificamente —, uma vez que ndo ¢é
uma via fisiologicamente relevante de exposi¢do humana. Se o produto
quimico em estudo for misturado na alimentacdo ou na 4gua de beber,
especialmente no caso de dose Unica, deve prever-se um intervalo suficiente
entre a ingestdo dos alimentos ou da agua e a amostragem, de modo a que os
efeitos possam ser detetados (ver ponto 33). O volume maximo de liquido
que pode ser administrado de uma s6 vez por gavagem ou injegdo depende
do tamanho do animal de ensaio, ndo devendo exceder 1 ml/100 g de peso
corporal, exceto no que respeita a solugdes aquosas, em que pode ser admi-
nistrado um maximo de 2 ml/100 g de peso corporal. Deve justificar-se a
utilizagdo de volumes maiores (se permitida pela legislagdo no dominio do
bem-estar dos animais). As variagdes no volume de ensaio devem ser mini-
mizadas mediante o ajustamento da concentragdo, de modo a assegurar um
volume constante em relagdo ao peso corporal em todas as dosagens.

Observacgodes

Os animais de ensaio devem ser sujeitos a exames clinicos gerais,
registando-se, pelo menos, uma vez por dia, de preferéncia a(s) mesma(s)
hora(s), os sinais clinicos observados, tendo em conta o periodo de pico dos
efeitos previstos apés a exposi¢do. Pelo menos duas vezes por dia, todos os
animais devem ser observados para a detecdo de sinais de morbilidade e
mortalidade. Todos os animais devem ser pesados no inicio do estudo, bem
como, pelo menos, uma vez por semana (em estudos com doses repetidas) e
no momento da eutanasia. Nos estudos que se prolonguem por uma semana
ou mais, o consumo de alimentos deve ser medido, pelo menos, uma vez por
semana. Se o produto quimico em estudo for administrado através da agua
de beber, o consumo desta deve ser medido em cada mudanca de agua e,
pelo menos, uma vez por semana. Os animais que exibam indicadores ndo
letais de toxicidade excessiva devem ser eutanasiados antes da conclusdo do
periodo de ensaio (13).

Preparagio dos cromossomas

Imediatamente apos a eutanasia, devem ser preparadas suspensdes de células
germinais, de um ou de ambos os testiculos, que serdo seguidamente expos-
tas a uma solucdo hipotdnica e fixadas, de acordo com protocolos estabele-
cidos — por exemplo, (2) (14) (15). As células sdo depois espalhadas em
laminas e coradas (16) (17). Todas as laminas devem ser codificadas, para
que o operador que procede as leituras ndo tenha acesso a sua identidade.

Analise

Devem ser contabilizadas pelo menos 200 metafases com uma boa reparti¢do
para cada animal (3) (11). Se a frequéncia de controlo negativo histoérico for
<1 %, devem ser contabilizadas mais de 200 células/animal para aumentar a
representatividade estatistica (3). Devem ser utilizados métodos de coloragdo
que permitam identificar o centromero.

As aberragdes cromossOmicas e cromatidicas devem ser registadas separada-
mente e classificadas em subtipos (quebras, intercimbios). Importa registar
as lacunas, que ndo devem ser tidas em conta, para determinar se um produto
quimico induz um aumento significativo da incidéncia de células com aber-
ragdes cromossomicas. Os procedimentos em laboratorio devem garantir que
a analise das aberragdes cromossomicas ¢ efetuada por operadores com
formagdo adequada. Dado que os procedimentos de preparacdo de laminas
resultam frequentemente na rotura de uma determinada propor¢do de células
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em metafase, com perda de cromossomas, as células contabilizadas devem,
portanto, conter um nimero de centromeros ndo inferior a 2 n 2, em que n
¢ o numero de cromossomas haploides na espécie em causa.

Embora o objetivo do ensaio seja a detegdo de aberragdes cromossomicas

estruturais, ¢ importante registar as frequéncias de células poliploides e cé-
lulas com cromossomas endorreduplicados, caso ocorram (ver o ponto 44).

DADOS E RELATORIOS
Tratamento dos resultados

Os dados relativos a cada animal devem ser apresentados num quadro.
Também para cada animal, devem verificar-se o numero de células com
aberragdes cromossomicas estruturais ¢ o nimero de aberragdes cromosso-
micas por célula. As aberragdes cromatidicas e cromossomicas, classificadas
em subtipos (quebras, intercambios), devem ser enumeradas separadamente,
com os respetivos niimeros e frequéncias, para os grupos experimentais e 0s
grupos de controlo. As lacunas sdo registadas separadamente. A frequéncia
das lacunas ¢ incluida no relatdrio, mas, em geral, ndo ¢é tida em conta na
andlise da frequéncia total das aberragdes cromossomicas estruturais. Devem
registar-se as percentagens de poliploidia e de células com cromossomas
endorreduplicadas, sempre que ocorram.

Devem comunicar-se os dados relativos a toxicidade e aos sinais clinicos, em
conformidade com o ponto 30.

Critérios de aceitabilidade

A aceitabilidade de um ensaio é determinada pelos seguintes critérios:

— O controlo negativo em paralelo estd em sintonia com as normas publi-
cadas relativas a dados historicos de controlo negativo — segundo as
quais a percentagem prevista de células com aberragdes cromossomicas
devera ser, em geral, > 0 % e < 1,5 % —, bem como com dados
historicos de controlo do laboratorio, se disponiveis (ver pontos 10 e 18).

— Os controlos positivos realizados em paralelo induzem respostas coeren-
tes com as normas publicadas relativas a dados historicos de controlo
positivo ou com base de dados historicos de controlo positivo do labo-
ratorio, se disponiveis, ¢ produzem um aumento estatisticamente signifi-
cativo em relagdo ao controlo negativo (ver pontos 17 e 18).

— Analisaram-se numeros adequados de células e doses (ver pontos 28 e
32).

— Os critérios de sele¢do da dose maxima sdo coerentes com os descritos
nos pontos 25 e 26.

Se, para além das mitoses, também se observarem meioses, a relagdo entre o
nimero de mitoses ¢ de metafases I ou Il das espermatogdnias deve ser
determinada num total de 100 células em divisdo por animal, para medigao
da citotoxicidade em todos os animais tratados e do controlo negativo. Se
apenas se observarem mitoses, o indice mitdtico deve ser calculado utili-
zando pelo menos 1 000 células de cada animal.

Avaliacdo e interpretacio dos resultados

Devem analisar-se, pelo menos, trés grupos tratados, de modo a proporcionar
dados suficientes para uma analise da resposta a dosagem.
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Caso sejam cumpridos todos os critérios de aceitabilidade, o produto quimico
em estudo ¢ considerado inequivocamente positivo se:

— pelo menos, uma das doses de ensaio apresentar um aumento estatisti-
camente significativo em relagdo ao controlo negativo;

— o0 aumento estiver relacionado com a dose em, pelo menos, um momento
de amostragem;

— nenhum dos resultados estiver fora da gama aceitavel de dados de con-
trolo negativo ou da distribui¢do dos dados histdricos de controlo nega-
tivo do laboratdrio (por exemplo, limites de controlo de 95 % com base
numa distribuicdo de Poisson), caso existam.

Nesse caso, o produto quimico em estudo ¢ considerado passivel de induzir
aberragdes cromossomicas em células espermatogonias dos animais de en-
saio. As referéncias bibliograficas (11) e (18) contém recomendagdes sobre
os métodos estatisticos mais adequados. Os testes estatisticos utilizados de-
vem considerar o animal a unidade experimental.

Caso sejam cumpridos todos os critérios de aceitabilidade, o produto quimico
em estudo ¢ considerado inequivocamente negativo se:

— nenhuma das doses de ensaio apresentar um aumento estatisticamente
significativo em relagdo ao controlo negativo;,

— ndo se observar qualquer aumento relacionado com a dose em nenhuma
condi¢do experimental;

— todos os resultados estiverem dentro da gama aceitavel de dados de
controlo negativo ou dos dados histdricos de controlo negativo do labo-
ratorio (por exemplo, limites de controlo de 95 % com base numa dis-
tribui¢do de Poisson), caso existam.

Nesse caso, o produto quimico em estudo nido ¢é considerado passivel de
induzir aberra¢des cromossomicas nas células espermatogonias dos animais
sujeitos ao ensaio. As referéncias bibliograficas (11) e (18) contém recomen-
dagdes sobre os métodos estatisticos mais adequados. Um resultado negativo
ndo exclui a possibilidade de o produto quimico induzir aberragdes cromos-
somicas em fases de desenvolvimento posteriores ndo estudadas, ou muta-
¢des genéticas.

As respostas inequivocamente positivas ou inequivocamente negativas ndo
carecem de confirmagao.

Se a resposta ndo for inequivocamente negativa ou positiva, e a fim de
contribuir para o estabelecimento da adequagdo biologica de um resultado
(por exemplo, um aumento ténue ou no limite), os dados devem ser avalia-
dos por pareceres de peritos e/ou estudos complementares que utilizem os
dados experimentais existentes, nomeadamente para determinar se o resul-
tado positivo esta fora da gama aceitavel de dados de controlo negativo ou
dos dados histdricos de controlo negativo do laboratorio (19).

Em casos raros, mesmo apos estudos complementares, os dados obtidos ndo
permitem concluir se um resultado é positivo ou negativo, pelo que se
considera inconclusivo.

Um aumento do numero de células poliploides pode indicar que o produto
quimico em estudo apresenta potencial de inibi¢do da mitose e de indugdo de
aberragdes cromossOmicas numéricas (20). Um aumento do numero de cé-
lulas com cromossomas endorreduplicados pode indicar que o produto qui-
mico em estudo apresenta potencial de inibicdo dos progressos do ciclo
celular (21) (22), o que constitui um mecanismo de indu¢do de mudancas
cromossomicas numéricas diferente da inibicdo dos processos mitdticos (ver
ponto 2). Por conseguinte, deve registar-se separadamente a incidéncia de
células poliploides e de células com cromossomas endorreduplicados.
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Relatério de ensaio

O relatorio de ensaio deve conter as seguintes informagdes:

Sintese.

Produto quimico em estudo:

— origem, numero de lote e data-limite de utilizagdo, se conhecidos;
— estabilidade, se conhecida;

— solubilidade e estabilidade no solvente, se conhecidas;

— medi¢8o do pH, da pressdo osmotica e da quantidade de precipitado no
meio de cultura ao qual foi adicionado o produto quimico em estudo,
consoante o caso.

Substancia monocomponente:

— aspeto fisico, hidrossolubilidade e outras propriedades fisico-quimicas
pertinentes;

— dados de identificagdo quimica, como: denominagdes [TUPAC ou CAS,
nimero CAS, codigo SMILES ou InChl, férmula estrutural, pureza,
identidade quimica de impurezas, caso se justifique e seja exequivel, etc.

Substancia multicomponentes, UVCB e misturas:

— caracterizada, na medida do possivel, pela identidade quimica (ver
acima), pela ocorréncia quantitativa e pelas principais propriedades fi-
sico-quimicas dos componentes.

Preparacdo do produto quimico em estudo:
— justificac@o da escolha do veiculo;

— solubilidade e estabilidade do produto quimico em estudo no solvente/
/veiculo.

— preparagdo de formulas alimentares, na agua de beber ou inalaveis;

— determinagdes analiticas com essas formulas (p. ex., estabilidade, homo-
geneidade, concentragdes nominais). quando realizadas.

Animais utilizados no ensaio:

— espécie/estirpe utilizada e justificagdo da utilizagao;

— numero e idade dos animais,

— proveniéncia, condigdes de alojamento, alimentacdo, etc.;
— método de identificagdo univoca dos animais

— para estudos de curta duragdo: peso individual dos animais machos no
inicio e no final do teste; para estudos de duragdo superior a uma se-
mana: pesos durante o estudo e consumo alimentar. Deve incluir-se,
relativamente a cada grupo, a gama de pesos corporais, com a respetiva
média e o desvio-padrio.

Condigoes de realiza¢do do ensaio:

— controlos positivos e negativos (veiculo/solvente);
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— resultados do eventual estudo exploratorio da gama de dosagem;
— fundamentagdo da escolha das doses;

— justificag@o da via de administragdo escolhida;

— detalhes da preparagdo do produto quimico em estudo;

— eclementos relativos a administragdo do produto quimico em estudo;
— justificagdo do momento da eutanasia;

— métodos de medigdo da toxicidade para os animais, incluindo, sempre
que disponiveis, analises histopatologicas ou hematologicas e a frequén-
cia com que foram realizadas observagdes dos animais e dos respetivos
pesos corporais;

— métodos para verificar se o produto quimico em estudo atingiu o
tecido-alvo ou a circulag@o geral, caso se obtenham resultados negativos;

— dose real (mg/kg de peso corporal/dia), calculada a partir da concentragdo
do produto quimico em estudo nos alimentos ou na agua de beber (ppm)
e do consumo, se aplicavel,

— eclementos relativos a qualidade dos alimentos e da agua;

— descri¢do detalhada da exposi¢ao e do programa de colheita de amostras
e justificagdo das escolhas feitas;

— método de eutanasia;
— eventual método de analgesia;
— procedimentos para o isolamento de tecidos;

— identidade do agente de fixagdo da metafase e respetiva concentragdo e
duragdo do tratamento;

— métodos de preparagdo das laminas;
— critérios de contabiliza¢do das aberragdes;
— numero de células analisadas por animal;

— critérios definidos para que o estudo seja considerado positivo, negativo
ou inconclusivo.

Resultados:

— estado dos animais antes e durante o periodo de ensaio, incluindo sinais
de toxicidade;

— peso corporal e dos 6rgdos no momento da eutanasia (se forem utilizados
multiplos tratamentos, peso corporal durante o periodo de tratamento);

— sinais de toxicidade;
— indice mitético;

— proporgdo de células espermatogonias em mitose em relagdo as células
em metafase meidtica I ou II ou outras provas da exposi¢do ao
tecido-alvo;

— tipo e numero de aberragdes, discriminados por animal;

— numero total de aberragdes em cada grupo, com as respetivas médias e
desvios-padrio;
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— numero de células aberrantes em cada grupo, com as respetivas médias e
desvios-padrao;

— relagdo dose-resposta, se possivel;

— métodos estatisticos utilizados e analises estatisticas efetuadas;

— dados relativos ao controlo negativo realizado em paralelo com o ensaio;

— dados historicos de controlo negativo, com indicagdo de intervalos, mé-
dias, desvios-padrdo e intervalos de confianca de 95 % (se disponiveis),
ou dados histéricos de controlo negativo publicados, utilizados para
efeitos de aceitagdo dos resultados do ensaio;

— dados sobre o controlo positivo simultaneo;

— alteragdes da ploidia, quando observadas, incluindo as frequéncias de
poliploidia e/ou de células endorreduplicadas;

Discussdo dos resultados

Conclusdo
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Apéndice

DEFINICOES

Aberracdo cromatidica: lesdo estrutural de um cromossoma expressa na quebra,
ou na quebra seguida de unido, de cromatideos simples.

Aberragdo cromossomica: lesdo estrutural de um cromossoma expressa na que-
bra, ou na quebra seguida de unido, de ambos os cromatideos no mesmo local.

Aberracdo estrutural: alteracdo da estrutura dos cromossomas detetavel por exame
microscopico das células em metafase, na forma de supressdo de segmentos, de
alteragdes de partes da sequéncia ou da troca de segmentos num cromatideo ou
entre cromatideos.

Aberragdao numérica: alteracdo do nimero de cromossomas relativamente ao
numero de cromossomas caracteristico dos animais utilizados.

Aneuploidia: desvio, num uUnico ou em mais cromossomas, mas ndo por séries
completas de cromossomas (poliploidia), do numero diploide (ou haploide) nor-
mal de cromossomas.

Centrémero: regido ou regides de um cromossoma as quais se ligam as fibras
fusiformes durante a divisdo celular, permitindo o movimento organizado dos
cromossomas-filhos para os polos das células-filhas.

Clastogénio: produto quimico que provoca aberragdes cromossomaticas estrutu-
rais em populagdes de células ou organismos.

Diversidade cromossomica: diversidade de formas (por exemplo, metacéntrica,
acrocéntrica, etc.) e tamanhos dos cromossomas.

Genotoxico: termo genérico que abrange todos os tipos de danos no ADN ou nos
cromossomas, incluindo fraturas, supressdo de segmentos, adugdes, ligacdes e
alteragdes nucleotidicas, rearranjos, mutagdes, aberracdes cromossomicas € aneu-
ploidia. Nem todos os tipos de efeitos genotoxicos originam mutagdes ou danos
cromossomicos estaveis.

Indice mitdtico (MI): relagio entre o numero de células em metéfase ¢ o niimero
total de células observadas numa populacdo de células, que fornece uma indica-
¢do do grau de proliferagdo da populagdo em causa.

Lacuna: lesdo acromatica de extensdo inferior a largura de um cromatideo e que
determina um ligeiro desalinhamento do mesmo.

Mitose: divisdo do nucleo celular, habitualmente subdividida em profase, prome-
tafase, metafase, anafase e teldfase.

Mutagénico: que produz uma alteragdo hereditaria de sequéncias de pares de
bases do ADN em genes ou da estrutura dos cromossomas (aberragdes cromos-
somicas).

Poliploidia: nimero de cromossomas miultiplo do numero haploide (1), mas
diferente do niimero diploide (ou seja, 3n, 4n e assim por diante).

Produto quimico: uma substincia ou mistura.

Produto quimico em estudo: qualquer substincia ou mistura a qual seja aplicado
o presente método de ensaio.

UVCB: substancias quimicas de composi¢do desconhecida ou variavel, produtos
de reagdo complexos e materiais biologicos.
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B.25. TRANSLOCACAO HEREDITARIA NO RATINHO

Este método de ensaio foi suprimido, uma vez que deixou de ser reconhecido
como adequado para produzir informagdes sobre as propriedades toxicologicas
dos produtos quimicos para efeitos do Regulamento (CE) n.° 1907/2006. Os
métodos de ensaio aplicdveis ao pardmetro em questdo constam do quadro 2
da parte 0.
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