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(Atos ndo legislativos)

REGULAMENTOS

REGULAMENTO (UE) N.° 260/2014 DA COMISSAO
de 24 de janeiro de 2014

que altera, tendo em vista a adaptacio ao progresso técnico, o Regulamento (CE) n.° 440/2008, que

estabelece métodos de ensaio nos termos do Regulamento (CE) n.° 1907/2006 do Parlamento

Europeu e do Conselho relativo ao registo, avaliagio, autorizacio e restrigio dos produtos
quimicos (REACH)

(Texto relevante para efeitos do EEE)

A COMISSAO EUROPEIA,

Tendo em conta o Tratado sobre o Funcionamento da Unido
Europeia,

Tendo em conta o Regulamento (CE) n.° 1907/2006 do Parla-
mento Europeu e do Conselho, de 18 de dezembro de 2006,
relativo ao registo, avaliagdo, autorizagdo e restricio dos produ-
tos quimicos (REACH), que cria a Agéncia Europeia dos Produ-
tos Quimicos, que altera a Diretiva 1999/45/CE e revoga o
Regulamento (CEE) n.° 793/93 do Conselho e o Regulamento
(CE) n.°1488/94 da Comissdo, bem como a Diretiva
76/769|/CEE do Conselho e as Diretivas 91/155/CEE,
93/67|CEE, 93/105/CE e 2000/21/CE da Comissdo ('), nomea-
damente o artigo 13.%, n.° 3,

Considerando o seguinte:

(1) O Regulamento (CE) n.° 440/2008 da Comissdo (?) esta-
belece os métodos de ensaio a aplicar para os fins do
Regulamento (CE) n.° 1907/2006 com vista a determina-
cdo das propriedades fisico-quimicas, da toxicidade e da
ecotoxicidade das substancias.

20 A fim de reduzir o niimero de animais utilizados para
fins experimentais, em conformidade com a Diretiva
2010/63[UE do Parlamento Europeu e do Conselho, de
22 de setembro de 2010, relativa a protecio dos animais

() JO L 396 de 30.12.2006, p. 1.
() JO L 142 de 31.5.2008, p. 1.

JO
JO

utilizados para fins cientificos (}), e com a Diretiva
86/609/CEE do Conselho, de 24 de novembro de 1986,
relativa a aproximagido das disposi¢des legislativas, regu-
lamentares e administrativas dos Estados-Membros res-
peitantes a prote¢do dos animais utilizados para fins ex-
perimentais e outros fins cientificos (¥), é necessario atua-
lizar o Regulamento (CE) n.° 440/2008 de modo a nele
incluir, com cardter prioritdrio, determinados métodos de
ensaio alternativos, atualizados e novos, adotados recen-
temente pela OCDE.

A adaptagio abrange dois métodos para determinacdo de
propriedades fisico-quimicas, incluindo uma atualizagdo
do método de ensaio da hidrossolubilidade ¢ um novo
método de ensaio do coeficiente de particdo, aplicdvel na
avaliagdo das propriedades de persisténcia, bioacumula-
¢do e toxicidade (PBT); quatro métodos novos e um
método atualizado para determinagdo da ecotoxicidade
e do comportamento e destino no ambiente; nove mé-
todos para determinagdo da toxicidade e de outros efeitos
na satde, incluindo quatro métodos de ensaio relativos a
toxicidade por inalacdo (atualizagdo de trés métodos e
um método novo para reduzir o nimero de animais
utilizados e para melhorar a avaliacdo dos efeitos), uma
atualizacdo do método de ensaio da toxicidade oral por
dose repetida a 28 dias, para incluir parametros de ava-
liagdo da atividade enddcrina, uma atualizacdo do mé-
todo de ensaio da toxicocinética, importante para a con-
cegdo e compreensdo dos estudos toxicoldgicos, e uma
atualizagdo dos métodos de ensaio da toxicidade cronica,
da carcinogenicidade e destes dois efeitos combinados.

O Regulamento (CE) n.° 440/2008 deve, portanto, ser
alterado em conformidade.

As medidas previstas no presente regulamento estdo em
conformidade com o parecer do Comité instituido pelo
artigo 133.° do Regulamento (CE) n.° 1907/2006,

L 276 de 20.10.2010, p. 33.

L 358 de 18.12.1986, p. 1.
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ADOTOU O PRESENTE REGULAMENTO:

Artigo 1.°

O anexo do Regulamento (CE) n.° 440/2008 ¢ alterado de acordo com o anexo do presente regulamento.

Artigo 2.°

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

O presente regulamento é obrigatdrio em todos os seus elementos e diretamente aplicdvel em
todos os Estados-Membros.

Feito em Bruxelas, em 24 de janeiro de 2014.

Pela Comissdo
O Presidente
José Manuel BARROSO
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ANEXO

O anexo do Regulamento (CE) n.° 440/2008 ¢ alterado do seguinte modo:

1) O capitulo A.6 passa a ter a seguinte redacdo:

«A.6. SOLUBILIDADE EM AGUA

INTRODUCAO

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

CONSIDERACOES INICIAIS

A hidrossolubilidade das substincias pode ser consideravelmente afetada pela presenca de impurezas. Este
método serve para determinar a hidrossolubilidade de substincias essencialmente puras, estiveis na dgua e
ndo volateis. Antes de determinar a hidrossolubilidade, ¢ ttil dispor de alguns eclementos prévios sobre a
substancia em estudo, tais como a férmula estrutural, a pressio de vapor, a constante de dissociagio e a
hidrélise em func¢do do pH.

Sdo descritos neste método de ensaio dois métodos distintos, que se destinam a solubilidades respetivamente
inferiores e superiores a 1072 gfl: 0 método de eluicdo em coluna e o método do balio. £ descrito igualmente
um ensaio preliminar, que permite determinar a quantidade aproximada de amostra adequada para o ensaio
final, bem como o tempo necessirio para a saturacdo.

DEFINICOES E UNIDADES

A hidrossolubilidade de uma substancia é a concentragdo madssica de saturacdo da substancia em dgua a uma
dada temperatura.

A hidrossolubilidade exprime-se em massa de soluto por volume de solugio. A unidade SI é o kg/m>, mas
também pode utilizar-se o gfl.

PRODUTOS QUfMICOS DE REFERENCIA

Nao ¢ necessdrio utilizar produtos quimicos de referéncia para estudar substincias por este método.

DESCRICAO DOS METODOS
Condigdes de realizacio 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 importantes do equipamento.

Ensaio preliminar

Numa proveta graduada de 10 ml com tampa de vidro, adicionam-se sucessivamente volumes crescentes de
dgua, A temperatura ambiente, a aproximadamente 0,1 g de amostra (¢ necessdrio pulverizar as substancias
solidas). Apds cada adicdo de dgua, agita-se a mistura durante 10 minutos e verifica-se visualmente se resta
amostra por dissolver. Se, ap6s a adi¢do de 10 ml de dgua, a amostra ou parte dela ainda ndo se tiver dissolvido,
prossegue-se a experiéncia numa proveta graduada de 100 ml. A solubilidade aproximada ¢ dada na tabela 1,
por debaixo do volume de dgua que solubiliza 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, apds 24 horas, a substincia em estudo ainda ndo se tiver dissolvido, deve esperar-se mais tempo (até
96 horas) ou experimentar-se uma diluigdo maior, para verificar se deve utilizar-se 0 método de eluicio em
coluna ou o método do baldo.

Quadro 1

Volume de dgua (ml) 0,1 0,5 1 2 10 100 > 100
no qual se dissolve
0,1 g de amostra

Solubilidade  aproxi- | > 1 000 1 000-200 200-100 100-50 50-10 10-1 <1
mada (g/l)
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Método de eluicio em coluna
Principio
9. Este método baseia-se na eluicdo da substincia em estudo com dgua numa microcoluna carregada com um

material de enchimento inerte previamente revestido com um excesso da substancia (2). A hidrossolubilidade é
dada pela concentracido mdssica do eluido depois de atingido um patamar em fun¢do do tempo.

Material e aparelhagem

10. £ necessria uma microcoluna (figura 1) mantida a temperatura constante, ligada a uma bomba de recirculacio
(figura 2) ou a um reservatdrio de nivel (figura 3). O enchimento inerte que a microcoluna contém é 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 diatomdceas ou outros materiais inertes.

11. A microcoluna ilustrada na figura 1 é adequada para funcionar com uma bomba de recirculacdo. 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 andlise durante o ensaio). O volume 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 recirculagio capaz de debitar cerca de 25 mlfh. Esta pode ser, por exemplo, uma bomba
peristdltica ou uma bomba de membrana. E necessirio garantir que o material das tubagens ndo provoca
contaminacdes nem nele hd adsorgdes.

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

Figura 1

Dimensdes em mm

Junta de vidro esmerilado
Parte superior

Didmetro interior (5)
Didmetro exterior (19)

Tampio de fibra de vidro

m MmO N >

Torneira
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Figura 2

T

Saida para equilibrio atmosférico
Medidor de caudal

Microcoluna

Bomba de circulagdo termostatizada

Bomba de recirculacdo

m m g N W

Torneira de duas vias para recolha das amostras

Figura 3

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

Recetor de fracdes

Terméstato

Tubagem de Teflon

Junta de vidro esmerilado

o™ Em o N E e

Tubagem de circulagdo de dgua (entre o termdstato e a coluna; didmetro interno: aproximadamente 8 mm)

13. Transfere-se aproximadamente 600 mg de material de enchimento para um baldo de fundo redondo de 50 ml.
Dissolve-se num solvente voldtil de qualidade para andlise uma quantidade adequada da substancia em estudo ¢
adiciona-se ao material de enchimento uma quantidade adequada desta solucdo. Evapora-se completamente o
solvente, utilizando, por exemplo, um evaporador rotativo. Caso contrario, ndo se conseguiré manter o enchi-
mento saturado com dgua durante a eluicdo, devido a efeitos de particdo a superficie. Uma vez impregnado
como se descreveu com a substancia em estudo, embebe-se o material de enchimento com cerca de 5 ml de
dgua, durante duas horas, e transfere-se a seguir a suspensdo para a microcoluna. Em alternativa, pode intro-
duzir-se o material de enchimento, impregnado como se descreveu com a substincia em estudo, na microcoluna
ja com dgua, deixando depois em repouso durante duas horas para se atingir o equilibrio.
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14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

A impregnagdo do material de enchimento pode causar problemas, gerando resultados errados, por exemplo, se
a substancia em estudo se depositar como um O6leo. Devem examinar-se estes problemas e consignar-se as
conclusdes no relatério.

Processo com bomba de recirculagdo

Inicia-se o fluxo através da coluna. Recomenda-se um caudal de aproximadamente 25 ml/hora, correspondente a
dez vezes o volume do leito da coluna descrita por hora. A fim de eliminar as impurezas soliveis na dgua,
comega-se por rejeitar, pelo menos, um volume correspondente a cinco vezes o volume do leito. Em seguida,
deixa-se a bomba de recirculacio funcionar até se atingir o equilibrio, definido pela obtengdo de cinco amostras
sucessivas cujas concentra¢des 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
correspondente a, pelo menos, dez vezes o do leito da coluna. Conforme o método de andlise utilizado, pode ser
preferivel tracar uma curva da concentragdo em funcido do tempo, para evidenciar o estado de equilibrio.

Processo com reservatdrio de nivel

Recolhem-se fragdes sucessivas de eluido e analisam-se pelo método escolhido. Para determinar a solubilidade
utilizam-se fragdes 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 é dgua bidestilada. Também pode utilizar-se dgua desionizada de resistividade superior a 10
megaohms/cm e teor total de carbono de origem bioldgica inferior a 0,01 %.

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

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

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

Método do balio
Principio

Dissolve-se em dgua a substancia em estudo (pulverizada, se for sélida), a uma temperatura ligeiramente superior
a do ensaio. Ao atingir-se a saturagdo, arrefece-se a mistura e mantém-se esta a temperatura de ensaio. Em
alternativa, desde que, por meio de uma amostragem adequada, se garanta que o equilibrio de saturacdo foi
atingido, pode efetuar-se a medi¢do diretamente a temperatura de ensaio. Em seguida, determina-se por um
método analitico adequado a concentracdo méssica da substancia em estudo na solugdo aquosa, a qual ndo pode
conter particulas ndo dissolvidas (3).

Material e aparelhagem

E necessdrio o seguinte:

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

— dispositivo para agitacdo das solugdes em condigdes termostaticas,

— se necessdrio (para emulsdes), uma centrifugadora, de preferéncia termostatizada,
— equipamento de andlise.

Procedimento

A partir do ensaio preliminar, estima-se a quantidade da substancia em estudo necessdria 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 dgua escolhido em fun¢do do método analitico ¢ da gama de solubilidades. Tapam-se hermeticamente
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 recipientes
durante 24 horas a temperatura de ensaio, agitando de vez em quando. Em seguida, centrifuga-se o contetido
desse recipiente a temperatura de ensaio e determina-se a concentragdo da substincia em estudo na fase aquosa
limpida, recorrendo a um método analitico adequado. Procede-se do mesmo modo com os outros dois baldes,
ap6s o equilibrio inicial a 30 °C, respetivamente durante dois e trés dias. Se as concentragdes medidas pelo
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menos nos dois dltimos recipientes ndo diferirem entre si mais de 15 %, o ensaio ¢ satisfatério. Se os resultados
obtidos para os recipientes 1, 2 e 3 mostrarem uma tendéncia crescente, repete-se todo o ensaio, utilizando
tempos de equilibragem maiores.

24. O ensaio também pode efetuar-se sem o periodo prévio a 30 °C. Para verificar se jd se estabeleceu o equilibrio de
saturac¢do, vai-se colhendo amostras até que o tempo de agitagdo deixe de influenciar as concentragdes medidas.

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

Determinagdes analiticas

26. £ preferivel recorrer a um método especifico para a substincia em causa, dado que a presenga de pequenas
quantidades de impurezas soliveis pode causar grandes erros na solubilidade medida. Exemplos: cromatografia
em fase liquida ou em fase gasosa, titulacdo, fotometria e voltametria.

DADOS E RELATORIOS
Dados
Meétodo de eluicdo em coluna

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

Meétodo do baldo

28. 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 eluicdo em coluna

29. Elementos a constar do relatério dos ensaios:
— resultados do ensaio preliminar,
— identidade quimica e impurezas (eventual etapa preliminar de purificacdo),
— concentragdo, caudal e pH correspondentes a cada amostra,
— média e desvio-padrio de, pelo menos, cinco amostras do patamar de saturacdo de cada série,
— média de, pelo menos, duas séries consecutivas,
— temperatura da dgua durante o processo de saturagdo,
— método de anilise,
— material de enchimento,
— impregnagdo do material de enchimento,
— solvente utilizado,
— indicios de eventual instabilidade quimica da substincia durante o ensaio,

— todas as informacdes importantes para a interpretacio dos resultados, especialmente no que respeita a
impurezas e ao estado fisico da substancia em estudo.

Meétodo do baldo

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

— identidade quimica e impurezas (eventual etapa preliminar de purificagdo),
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— 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 interpretacio dos resultados, especialmente no que respeita a
impurezas e ao estado fisico da substancia em estudo.

REFERENCIAS

(1) Diretiva 92/69/CEE da Comissdo, de 31 de julho de 1992, que adapta ao progresso técnico pela décima sétima

vez a Diretiva 67/548/CEE do Conselho relativa a aproximagdo das disposicdes legislativas, regulamentares e
administrativas respeitantes a classificagdo, embalagem e rotulagem das substancias perigosas (JO L 383 de
29.12.1992, p. 113).

(2) 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.

(3) 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.»

2) E aditado o seguinte capitulo A.23:

«A.23 COEFICIENTE DE PARTICAO (l-OCTANOL/AGUA): METODO DE AGITACAO LENTA

INTRODUCAO

Este método é equivalente ao Test Guideline TG 123 (2006) da OCDE. O método da agitagdo lenta permite
determinar com exatidio valores de coeficiente de particio 1-octanoljdgua (Poy) até log Pow = 8,2 (1). E,
portanto, um método experimental adequado para a determinagdo direta do Py, de substancias fortemente
hidrofébicas.

Outros métodos de determinagdo do coeficiente de particdo 1-octanol/dgua (Poy) sdo o método dito "do frasco
com agitacdo" (2) e o método de determinagio do Pyy com base nos fendmenos de retengio em HPLC de
inversdo de fases (3). O método do frasco com agitagdo pode conduzir a resultados andémalos, devido a trans-
feréncia de microgoticulas de octanol para a fase aquosa. A medida que aumenta o valor de Py, a presenga
dessas goticulas na fase aquosa leva a que a concentragdo da substancia em estudo nessa fase seja cada vez mais
sobrestimada. A utilizagdo desse método estd, portanto, limitada a substincias com Pqyy inferior a 4. O segundo
método utiliza valores consistentes de Pqyy, determinados diretamente, para calibrar a relagio entre os fenome-
nos de retengdo em HPLC e os valores medidos de Pqy,. Existia um projeto de orientagdes da OCDE para a
determinacdo de coeficientes de particio 1-octanol/dgua de substincias ionizaveis, que foi abandonado (4).

O presente método foi desenvolvido nos Paises Baixos. A precisio das metodologias descritas neste método foi
validada e otimizada num estudo de validagdo interlaboratorial em que participaram 15 laboratérios (5).

CONSIDERACOES INICIAIS
Significado e utilizacdo

Foram identificadas relacdes muito significativas entre o coeficiente de parti¢do 1-octanol/dgua (Pqy) de subs-
tancias orgénicas inertes e a bioacumulacdo dessas substancias nos peixes. Além disso, demonstrou-se a exis-
téncia de uma correlagdo entre o Py e a toxicidade para os peixes e entre o Poy € a sorcdo dos produtos
quimicos por meios sélidos, como solos e sedimentos. A referéncia 6 descreve exaustivamente essas relagdes.
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5. Concluiu-se que existe uma grande variedade de relacdes entre o coeficiente de parti¢do 1-octanol/dgua e outras
propriedades das substancias, com importincia ao nivel da quimica e toxicologia ambientais. Assim, o coefi-
ciente de particdo 1-octanol/dgua tem vindo a tornar-se um pardmetro fundamental na avaliagio do risco
ambiental dos produtos quimicos e na previsio do destino desses produtos no ambiente.

Ambito de aplicacio

6. O método da agitacdo lenta foi concebido para reduzir a formacdo de microgoticulas de 1-octanol na fase
aquosa. Nessas condicdes, ja ndo se verifica a sobrestimagdo da concentracio na fase aquosa, devida a associac¢do
de moléculas da substincia em estudo a essas goticulas. O método da agitagdo lenta ¢, portanto, particularmente
adequado para a determinacio do Pqy, de substancias com log Py, previsto igual ou superior a 5, caso em que
o método do frasco com agitagdo (2) tende a fornecer resultados erréneos.

DEFINICAO E UNIDADES

7. O coeficiente de partigdo de uma substancia entre a dgua e um solvente lipofilico (I1-octanol) caracteriza a
distribuicdo no equilibrio do produto quimico entre as duas fases. O coeficiente de parti¢do entre a dgua e o 1-
-octanol (Pgy) € definido como a razdo entre a concentragdo, no equilibrio (Cg), da substincia em estudo em 1-
-octanol saturado com dgua e a concentracdo, no equilibrio (Cy), da substancia em estudo em dgua saturada com
1-octanol.

Pow = Co/Cy

Como se trata de um quociente de concentracdes, é uma grandeza adimensional. E mais frequentemente
apresentado como logaritmo decimal (log Pgy). Dado que o Pyyy depende da temperatura, os dados apresen-
tados devem mencionar a temperatura das determinagdes.

PRINCIPIO DO METODO

8. Para a determinagdo do coeficiente de particdo, estabelece-se um equilibrio entre a dgua, o 1l-octanol e a
substancia em estudo, a temperatura constante, determinando-se em seguida a concentra¢do da substancia em
estudo nas duas fases.

9. As dificuldades experimentais ligadas a formagdo de microgoticulas durante o ensaio do frasco com agitacdo
podem ser atenuadas no ensaio de agitagdo lenta aqui proposto. No ensaio de agitacdo lenta, estabelece-se um
equilibrio entre a dgua, o 1-octanol e a substincia em estudo, num reator com agitacdo termostatizado. As
transferéncias de uma fase para a outra sio aceleradas pela agitacdo. Esta provoca um grau de turbuléncia
limitado, que favorece as transferéncias entre o 1-octanol e a dgua, sem formac¢do de microgoticulas (1).

APLICABILIDADE DO ENSAIO

10. Dado que a presenca de substancias diversas da substancia em estudo pode influenciar o coeficiente de atividade
desta dltima, a substancia em estudo utilizada nos ensaios deve ser pura. Na determinacio de coeficientes de
particdo 1-octanol/dgua devem ser utilizadas substancias com o maior grau de pureza disponivel no comércio.

11. 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 parti¢do 1-octanol/dgua de substancias
com essas caracteristicas ou de misturas dessas substancias. Se o método for utilizado para misturas, os
coeficientes de partigdo 1-octanol/dgua determinados dependerdo da composi¢io quimica da mistura estudada
e da composi¢do eletrolitica da fase aquosa. Desde que seja devidamente complementado, o método também é
aplicdvel a compostos dissocidveis ou associdveis (ver o ponto 12).

12. Devido aos equilibrios mdltiplos que se geram na dgua e no 1-octanol e influenciam a parti¢io 1-octanol/dgua
das substancias dissocidveis, como os dcidos organicos e os fendis, as bases organicas e as substincias organo-
metdlicas, o coeficiente de particdo 1-octanol/dgua é uma constante fortemente dependente da composicdo
eletrolitica (7)(8). A determinagdo deste coeficiente exige, portanto, o controlo e registo do pH e da composicio
eletrolitica durante o ensaio. A avaliagdo de coeficientes de particdo cabe a especialistas. Com base na(s) cons-
tante(s) de dissociagdo, hd que selecionar valores de pH adequados, de modo a poder determinar-se um
coeficiente de particdo para cada estado de ionizacdo. O estudo de compostos organometdlicos 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 complexacdo, constantes de
dissociagdo) e de modo a poder prever-se que espécies da substincia em estudo estardo presentes nessa fase.
A forga idnica deverd ser a mesma em todos os ensaios efetuados, utilizando-se para o efeito um eletrélito
apropriado.

13. As substancias com baixa hidrossolubilidade ou Pqy elevado podem dificultar os ensaios, devido ao facto de as
concentra¢des na fase aquosa se tornarem muito baixas e ser dificil a sua determinacdo rigorosa. Na descricdo
deste método de ensaio explica-se como ultrapassar o problema.
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INFORMACOES SOBRE A SUBSTANCIA EM ESTUDO

14. Os reagentes quimicos devem ser de qualidade analitica ou de grau de pureza superior. Recomenda-se a
utilizagdo de substancias em estudo ndo marcadas, de composicio quimica conhecida (de preferéncia, pelo
menos 99 % puras), ou marcadas com isétopos radioativos, de composi¢do quimica e grau de pureza radioqui-
mica conhecidos. No caso de marcadores com periodo de semidesintegragdo curto, serd necessdrio efetuar as
correcdes devidas a desintegragdo. No caso de substancias em estudo marcadas com is6topos radioativos, deve
recorrer-se a um método analitico especifico da substancia, para garantir que a radioatividade medida esteja
diretamente relacionada com a substancia em causa.

15. Pode estimar-se o log Py utilizando software disponivel no mercado para esse efeito, ou com base na razdo
entre a solubilidade em cada um dos solventes.

16. Antes de se proceder a um ensaio de agitacio lenta para determinacdo de um Pqyy, deve dispor-se das seguintes
informacdes sobre a substancia em estudo:

a)

f)

g

)

férmula estrutural;

métodos analiticos adequados para determinar a concentra¢do da substancia em dgua e em 1-octanol;
constante(s) de dissociacdo, no caso das substancias ionizdveis (Orientagdes n.° 112 da OCDE) (9);
hidrossolubilidade (10);

hidrélise abidtica (11);

biodegradabilidade "facil" (12);

pressdo de vapor (13).

DESCRICAO DO METODO

Material e aparelhagem

17. E necessdrio 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 esperadas da substancia em estudo,

— recipiente de agitagdo com uma torneira no fundo. Em funcdo do log Py previsto e do limite de dete¢do

(LOD) do composto em estudo, ponderar-se-d a utilizagdo de um recipiente de reagdio com a mesma
geometria ¢ volume superior a um litro, para se obter um volume de dgua suficiente para a extracdo ¢ a
andlise quimicas. Este procedimento permitird obter concentra¢des mais clevadas no extrato aquoso e
possibilitard, portanto, uma determinagdo analitica mais fidvel. Figura no apéndice 1 um quadro de estima-
tivas do volume minimo necessdrio, em fungdo do LOD, do log Pqy estimado e da hidrossolubilidade do
composto. O quadro tem por base a relagdo entre o log Poy e a razdo das solubilidades em octanol e em
dgua, segundo Pinsuwan et al. (14):

log Poyw = 0,88 log SR + 0,41
em que:
SR = Socianol/Sigua (em molaridade),

bem como a relagdo apresentada por Lyman (15) para estimativas de hidrossolubilidade. As hidrossolubili-
dades calculadas através da equagdo 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 sélidos, recomenda-se que o ponto de fusdo seja tido em conta nas previsdes de solubilidade. Se
for utilizada uma equacdo modificada, deve garantir-se a validade da equacdo 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 proporg¢des do recipiente ilustrado no apéndice 2 revelaram-
-se favordveis e, se forem utilizados recipientes de volume diferente, devem ser mantidas;

— um meio de manter a temperatura constante (aspeto essencial) durante o ensaio com agitacdo lenta.
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18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

Os recipientes devem ser de um material inerte, para que a adsor¢do a sua superficie seja insignificante.

Preparacdo das solucdes a utilizar nos ensaios

A determinagdo do Py 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 extracdo dcida, bdsica e com
dgua, seguida de secagem. Também pode purificar-se o 1-octanol por destilagio. Na preparagdo das solucdes-
-padrdo da substancia em estudo deve utilizar-se 1-octanol purificado. A dgua a utilizar na determinagdo do Pqyy
deve ser destilada em material de vidro ou de quartzo ou ser proveniente de um sistema de purificagdo ou ser
propria para HPLC. A dgua destilada deve ser filtrada através de um filtro de 0,22 pm e devem ser previstos
ensaios em branco, para verificar se os extratos concentrados contém impurezas que possam interferir com a
substancia 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 é mantido sob agitagdo durante dois dias.

Toma-se e dissolve-se em 1-octanol (saturado com dgua) um volume apropriado, a concentracdo requerida, da
substancia em estudo. O coeficiente de parti¢do 1-octanol/dgua tem de ser determinado em solugdes diluidas em
1-octanol e em dgua. A concentracdo da substancia em estudo ndo deve, portanto, exceder 70 % da solubilidade
desta, sendo 0,1 M a concentragio mdxima em cada fase (1). As solucdes de 1-octanol utilizadas no ensaio ndo
podem conter particulas sélidas, em suspensdo, da substincia em estudo.

Dissolve-se em 1-octanol (saturado com 4dgua) uma quantidade apropriada da substincia em estudo. Se for
previsto um log Py superior a cinco, as solugdes de 1-octanol utilizadas no ensaio ndo devem conter particulas
solidas, em suspensdo, da substancia em estudo. Para o efeito, proceder-se-d do seguinte modo, no caso dos
produtos quimicos com log Pqy superior a 5:

— dissolve-se a substincia em estudo em 1-octanol (saturado com dgua),

— deixa-se a solucdo em repouso durante um periodo suficiente para que a substincia sélida em suspensdo
deposite. Durante a decantagdo, mede-se continuamente a concentragio da substancia em estudo,

— depois de as concentracdes medidas na solucdo de 1-octanol terem estabilizado, dilui-se a solucdo de reserva
com um volume apropriado de 1-octanol,

— determina-se a concentracdo da solucdo de reserva diluida. Se a concentracdo determinada for coerente com
a dilui¢do, pode utilizar-se a solucdo de reserva diluida no ensaio de agitacio lenta.

Extracdo e andlise das amostras

Na determinagdo da substincia em estudo deve utilizar-se um método analitico validado. Os investigadores terdo
de demonstrar que, durante o ensaio, as concentragdes na fase de 1-octanol saturado em dgua 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, serd necessario determinar as recuperagdes analiticas da substancia em estudo da
fase aquosa e da fase de 1-octanol. O sinal analitico deve ser corrigido em fungdo dos brancos e devem tomar-se
as precaugdes necessdrias para ndo haver transferéncias da substincia em andlise entre amostras.

Antes da andlise, e em caso de concentra¢des baixas de substancias em estudo hidrofébicas na fase aquosa, é
provavel que seja necessdrio extrair a fase aquosa com um solvente organico e preconcentrar o extrato. Pela
mesma razdo, é necessario reduzir as concentragdes finais nos brancos. Para o efeito, hd que utilizar solventes de
elevada pureza, de preferéncia solventes para andlise de residuos. Por outro lado, a utilizacdo de material de vidro
cuidadosamente limpo (por lavagem com solventes ou aquecimento a alta temperatura) pode ajudar a evitar
contaminagdes cruzadas.

Para estimar o valor de log Py, pode utilizar-se um programa de estimativas ou recorrer-se a uma avaliacdo
especializada. Se o valor for superior a 6, terd de se prestar muita atengdo as corre¢des em funcdo dos brancos e
as transferéncias da substincia em andlise. Além disso, se a estimativa de log Py for superior a 6, é obrigatdrio
utilizar um padrdo paralelo para corrigir a taxa de recupera¢do, de modo a obterem-se fatores de preconcen-
tragdo elevados. Existem no mercado vérios programas de software que fornecem estimativas de log Pgyy,
nomeadamente o Clog P (16), o KOWWIN (17), o ProLogP (18) e o ACD log P (19) (). As referéncias 20 a
22 descrevem os métodos de estimativa.

(") Esta informacdo é prestada apenas a titulo indicativo. Podem ser utilizados programas informaticos equivalentes, desde que permitam
obter resultados comprovadamente idénticos.



L 81/12

Jornal Oficial da Unido Europeia

19.3.2014

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34,

35.

36.

37.

38.

Os limites de quantificagdo (LOQ) da substancia em estudo em 1-octanol e em dgua determinam-se por métodos
bem estabelecidos. Como regra pratica, o limite de quantificacdo de um método corresponde a concentra¢do em
dgua ou em l-octanol que gera um sinal dez vezes mais intenso que o ruido. Hd que escolher um método
adequado de extragdo e de preconcentracdo e também que especificar as recuperagdes analiticas. Deve selecionar-
-se um fator de preconcentracdo adequado, que permita obter sinais da intensidade requerida na determinacio
analitica.

Com base nos parametros do método analitico e nas concentra¢des esperadas, define-se um tamanho de amostra
aproximado para a determinagdo rigorosa da concentragio do composto em causa. Para se obterem sinais
analiticos suficientes, deve evitar-se a utilizagdio de amostras aquosas demasiado pequenas. Também deve evi-
tar-se utilizar amostras aquosas demasiado grandes; caso contrdrio, a dgua disponivel pode ndo ser suficiente
para o nimero minimo de andlises exigido (n = 5). No apéndice 1, apresenta-se 0 volume minimo de amostra
em funcio do volume do recipiente, do LOD da substancia em estudo e da solubilidade desta tltima.

A quantificacdo das substincias em estudo efetua-se por comparagdo com curvas de calibracio do composto em
causa. As concentragdes nas amostras analisadas devem estar compreendidas entre concentracdes de padrdes.

No caso das substancias cuja estimativa de log Pgy seja superior a 6, hd que adicionar um padrdo paralelo a
amostra aquosa antes da extracdo, para contabilizar as perdas ocorridas durante a extracdo e a preconcentragdo
de amostras aquosas. Para possibilitar uma corre¢do rigorosa da taxa de recuperacdo, os padrdes paralelos devem
ter propriedades muito préximas ou idénticas as da substincia em estudo. De preferéncia, sio utilizados
andlogos das substancias em causa marcados com isotopos estdveis (por exemglo analogos perdeuterados ou
marcados com 3C). Se nio for possivel utilizar isétopos marcadores estéveis (">C ou 2H), haverd que demons-
trar, com base em dados fidveis recolhidos na literatura cientifica, que as propnedades ﬁslco -quimicas do padrio
paralelo sio muito proximas das propriedades da substancia em estudo. Durante a extragdo liquido-liquido da
fase aquosa, podem formar-se emulsdes. Estas podem reduzir-se por adi¢do de sal ou deixando-as decantar de
um dia para o outro. Os métodos utilizados para extrair e preconcentrar as amostras devem ser indicados nos
relatérios.

Antes de serem analisadas, as amostras tomadas da fase de 1-octanol podem, se necessdrio, diluir-se com um
solvente adequado. Além disso, no caso das substancias cujos ensaios de recuperagdo revelem grandes variacdes
nos mesmos (desvio-padrdo relativo superior a 10 %), recomenda-se a utilizacgio de padrdes paralelos, para
corrigir as taxas de recuperagdo.

Os relatérios devem incluir uma descricio do método analitico que incida na técnica de extragdo, nos fatores de
preconcentragdo e de dilui¢do, nos parametros instrumentais, nas rotinas e no intervalo de calibragdo, na
recuperagdo analitica da substancia em estudo da fase aquosa, na adi¢do de padrdes paralelos para corrigir as
taxas de recuperagdo, nos valores dos brancos e nos limites de detecio e de quantificagdo.

Realizagio do ensaio
Razdes volumétricas 1-octanol/dgua dtimas

Ao escolher os volumes de dgua e de 1-octanol deve ter-se em conta o seguinte: o limite de quantificagio em 1-
-octanol e em dgua, os fatores de preconcentragdo aplicados as amostras de dgua, os volumes das amostras de 1-
-octanol e de dgua colhidas e as concentragdes previstas. Por razdes experimentais, o volume de 1-octanol no
sistema em agitacdo lenta deve ser escolhido de forma a obter-se uma fase de 1-octanol suficientemente espessa
(mais de 0,5 cm), para que seja possivel colher amostras dessa fase sem a perturbar.

Na determinagdo de compostos com log Pqy, igual ou superior a 4,5, a relacdo 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 dgua, num recipiente de um
litro.

Condicdes de realizacdo do ensaio
O recipiente de reacio deve manter-se termostatizado durante o ensaio, de modo que as variagdes de tempe-

ratura 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 cdmara escura ou cobrindo o
recipiente de reagdo com folha de aluminio.

Deve efetuar-se o ensaio num ambiente tdo isento de poeiras quanto possivel.

Agita-se o sistema 1-octanol/dgua até se atingir o equilibrio. O periodo necessério é determinado num ensaio-
-piloto com agitagdo lenta, recolhendo-se regularmente amostras de dgua e de 1-octanol. O intervalo minimo
entre a colheita de amostras consecutivas ¢ de cinco horas.

A determinacdo de um Pqy, deve basear-se em, pelo menos, trés ensaios com agita¢do lenta independentes.
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Determinagdo do tempo necessdrio para atingir o equilibrio

39. Considera-se que se atingiu o equilibrio quando o gréfico da razdo de concentra¢des 1-octanolfdgua em funcio
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 confianca 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
substancias cuja estimativa de log Py seja inferior a 5 pode ter lugar ao segundo e ao terceiro dias. Caso se
trate de substancias particularmente hidrofdbicas, o periodo necessério para se atingir o equilibrio pode ter de ser
alargado. No caso de um composto com log Py, de 8,23 (decaclorobifenilo), bastaram 144 horas para se atingir
o equilibrio. As amostras para determina¢do do estado de equilibrio colhem-se num dnico recipiente.

Inicio do ensaio

40. No inicio do ensaio, enche-se o recipiente de reagdo com dgua saturada de 1-octanol. Deve esperar-se tempo
suficiente para atingir a temperatura termostatizada.

41. Adiciona-se cuidadosamente ao recipiente de reacdo a quantidade pretendida da substincia em estudo dissolvida
no volume requerido de 1-octanol saturado com 4gua. Esta etapa € crucial no ensaio, havendo que evitar uma
mistura turbulenta das duas fases. Para o efeito, pode pipetar-se lentamente o 1-octanol contra a parede do
recipiente, junto a superficie da dgua, 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 I-octanol seja simplesmente vertido para o recipiente. E
igualmente de excluir que se deixem cair gotas de 1-octanol diretamente na dgua.

42. Depois de iniciada a agitacdo, deve aumentar-se gradualmente a velocidade desta. Se o motor de agitacdo nio
puder ser convenientemente regulado, deve ponderar-se a utilizagdo de um transformador. Importa regular a
velocidade de agitagdo de modo a formar-se um voértice de profundidade compreendida entre 0,5 cm e 2,5 cm
na interface entre a dgua e o l-octanol. Se a profundidade do voértice exceder 2,5 cm, deve reduzir-se a
velocidade de agitacdo; caso contrdrio, poderdo formar-se microgoticulas na fase aquosa, a partir das gotas de
1-octanol geradas, com a consequente sobrestima¢do da concentragio da substdncia em estudo na dgua. A
velocidade de agitagio que gera o vértice mdximo de 2,5 cm é 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 limitacdo da formacdo de microgoticulas de 1-octanol.

Colheita e tratamento das amostras

43. 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, aumen-
tando-se gradualmente a velocidade de agitacdo.

44, Colhem-se as amostras da fase aquosa a saida da torneira existente no fundo do recipiente de reagdo. Rejeitar
sempre o volume morto de dgua retido na torneira (cerca de 5 ml no recipiente ilustrado no apéndice 2); a dgua
retida na torneira ndo é agitada e, portanto, ndo se encontra em equilibrio com o resto do liquido. Registar o
volume das amostras de dgua e ndo esquecer que a quantidade de substdncia em estudo presente na dgua
rejeitada deve ser tida em conta no balanco de massas. Para minimizar as perdas por evaporagdo, deve verter-se
cuidadosamente a dgua na ampola de decantagdo, de modo a ndo perturbar a interface dgua/l-octanol.

45. 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 precau¢des necessdrias para nio
perturbar a interface. Registar o volume das amostras. E suficiente uma aliquota de pequeno volume, pois a
amostra de 1-octanol vai ser diluida.

46. Devem evitar-se transferéncias desnecessarias das amostras. Para isso, deve determinar-se gravimetricamente o
volume das amostras. No caso das amostras de dgua, poderd recolher-se cada amostra numa ampola de
decantagdo que contenha jd o volume de solvente necessario.

DADOS E RELATORIOS

47. Este método de ensaio prevé a determina¢do do coeficiente de parti¢do 1-octanolfdgua (Pqy) 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 determinagdes de Cy/Cy em momentos consecutivos de colheita de amostras. Pode, assim,
calcular-se a varidncia, como medida da incerteza do valor médio obtido em cada unidade experimental.

48. Pode caracterizar-se o valor de Pgy, pela varidncia dos resultados obtidos em cada unidade experimental. Utiliza-
-se esta informagdo para calcular o Pgy como média ponderada dos resultados obtidos em cada uma das
unidades. Para isso, utiliza-se como fator de ponderacio o inverso da varidncia dos resultados de cada unidade
experimental. Consequentemente, os dados com maior variagio (expressa pela variancia) e, portanto, menos
fidveis tém menos influéncia no resultado final do que os dados com menor variancia.
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49. Calcula-se também, de modo andlogo, um desvio-padrdo ponderado. Este pardmetro caracteriza a repetibilidade
da medigdo do Pgy. Um valor baixo de desvio-padrdo ponderado indica uma repetibilidade elevada da deter-
minagdo de Pgy num laboratério. Resume-se a seguir o tratamento estatistico formal dos dados.
Tratamento dos resultados

Demonstragdo de que se atingiu o equilibrio

50. Calcula-se, para cada momento de colheita de amostras, o logaritmo da razdo entre a concentracdo da substancia
em estudo em 1-octanol e em dgua [log (Co/Cy)]. Comprova-se se o equilibrio foi atingido representado
graficamente essa razdo em fungdo do tempo. Se, nessa representagdo, for definido um patamar que abranja
pelo menos quatro momentos consecutivos de colheita de amostras, o equilibrio terd sido atingido e o composto
estard verdadeiramente dissolvido no 1-octanol. Caso contrdrio, serd necessdrio 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/Cyy) é independente do tempo.

Cdleulo de log Poy

51. O valor de log Poy de cada unidade experimental corresponde ao valor médio ponderado de log (Co/Cyy)
referente a parte da curva de log (Co/Cy) em funcdo do tempo na qual o equilibrio foi comprovadamente
atingido. Calcula-se essa média ponderando os dados com o inverso da varidncia, de modo que a influéncia dos
dados no resultado final seja inversamente proporcional a incerteza dos mesmos.

Valor médio de log Pqyy

52. O valor médio do log Poy de vdrias unidades experimentais corresponde a média dos resultados dessas
unidades, ponderados com a varidncia da unidade respetiva.

O cilculo a efetuar é o seguinte:

log Pow,ay = (Ew; x log Pow,) x (Zw)™
em que:
log Poyw,; = valor do log Poy da unidade experimental i;

log Pow sy = valor médio ponderado das determinagdes de log Poys;

w; ponderacdo estatistica do valor de log Py correspondente a unidade experimental i.
Como w; utiliza-se o inverso da varidncia de log Pow; [W; = (var log Powyi'l)].

53. Como estimativa do erro do valor médio de log Pqyy, utiliza-se a repetibilidade do log (Co/Cyy) determinado para
a fase de equilibrio de cada unidade experimental. Exprime-se esse erro como o desvio-padrdo ponderado de log
Pow,av (0 log pow,av); © qual mede o erro associado a log Py 4, O desvio-padrdo ponderado pode calcular-se do
seguinte modo, a partir da varidncia ponderada

Valjog powav = (Ew; X (log Pow,; — log Powan?) * Ew; x (n — 1))

— 0,5
Glog Pow,Av —_ (Varlog Pow,Av)

O simbolo "n" corresponde ao niimero de unidades experimentais.

Relatério dos ensaios

54. Elementos a constar do relatério dos ensaios:
Substdncia em estudo:

— nome comum, denomina¢io quimica, nimero CAS, férmula estrutural (indicando a posi¢gdo marcada
marcada com is6topos radioativos, se for esse o caso) e propriedades fisico-quimicas pertinentes (ver o
ponto 17),

— grau de pureza da substincia (presenca de impurezas),
— grau de pureza radioquimica da substancia marcada e atividade molar (se for caso disso),

— estimativa preliminar de log Py e método de cdlculo utilizado para determinar esse valor.
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Condicoes de realizacdo do ensaio:

— datas da realizacio dos estudos,

— temperatura durante os ensaios,

— volumes de 1-octanol e de dgua no inicio de cada ensaio,

— volumes das amostras de 1-octanol e de dgua colhidas,

— volumes de 1-octanol e de dgua que permanecem nos recipientes de ensaio,

— descri¢do dos recipientes de ensaio e das condi¢des de agitacdo utilizados (geometria da barra de agitagdo e
do recipiente de ensaio, altura do vértice, em milimetros, e, quando conhecida, velocidade de agitacdo),

— métodos de andlise utilizados para determinar a substancia em estudo e limite de quantificacio dos mesmos,
— cronologia das colheitas de amostras,

— pH da fase aquosa e tampdes utilizados, quando se regula o pH devido a presenca de moléculas ionizdveis,
— nimero de replicados.

Resultados:

— repetibilidade e sensibilidade dos métodos de andlise utilizados,

— concentragdes determinadas da substancia em estudo no 1-octanol e na dgua, em fungdo do tempo,

— balango de massas,

— temperatura e desvio-padrdo da temperatura, ou intervalo de temperaturas, durante o ensaio,

— gréfico da razdo das concentragdes em fungdo do tempo,

— valor médio log Py 4, € erro-padrio do mesmo,

— discussdo e interpretagdo dos resultados,

— exemplos de dados ndo tratados de andlises representativas (os dados ndo tratados devem ser todos regis-
tados de acordo com as boas praticas de laboratdrio), incluindo recuperagdes de padrdes paralelos, nimero
de niveis de concentracdo utilizado na calibragdo (juntamente com os critérios do coeficiente de correlagio
da curva de calibragdo) e resultados de controlo/garantia de qualidade,

— caso exista: relatério da validacdo do protocolo experimental (a mencionar nas referéncias).
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Apéndice 1

Tabela para o cilculo do volume minimo de dgua necessirio para a detecio, em fases aquosas, de substincias em
estudo com diferentes valores de log Py

Pressupostos:
— Volume méximo de cada aliquota = 10 % do volume total; 5 aliquotas = 50 % do volume total.

— Concentracdo da substincia em estudo = 0,7 x solubilidade em cada fase. Se a concentragio for mais baixa, serdo
necessdrios volumes maiores.

— Volume utilizado para determinar o limite de dete¢do (LOD) = 100 ml.

— As relagdes log Poy em fungdo de log Sy e log Poy em funcdo de SR (solubilidade relativa, Sq/Sy) traduzem com
razoabilidade relagdes evidenciadas pelas substancias as quais o método se aplica.

Estimativa de Sy

log Py Equagio log Sy Sw (mg/)
4 (90,922 x log Py, + 4,184 0,496 3,133E+00
45 (90,922 x log Py, + 4,184 0,035 1,084E+00
5 (10,922 x log Py, + 4,184 - 0,426 3,750E-01
5,5 (0,922 x log Py, + 4,184 - 0,887 1,297E-01
6 (90,922 x log Py, + 4,184 ~1,348 4,487E-02
6.5 (90,922 x log Py, + 4,184 ~1,809 1,552E-02
7 (0,922 x log Py, + 4,184 -2,270 5,370E-03
7,5 (10,922 x log Py, + 4,184 -2,731 1,858E-03
8 (90,922 x log Py, + 4,184 -3,192 6,427E-04

Estimativa de S

log Pow Equagdo So (mgfl)
4 log P, = 0,88log SR + 0,41 3,763E+04
4,5 log P, = 0,88log SR + 0,42 4,816E+04
5 log P,, = 0,88log SR + 0,43 6,165E+04
55 log P, = 0,88log SR + 0,44 7,890E+04
6 log P,, = 0,88log SR + 0,45 1,010E+05
6,5 log P,, = 0,88log SR + 0,46 1,293E+05
7 log P,, = 0,88log SR + 0,47 1,654E+05
7,5 log P,, = 0,88log SR + 0,48 2,117E+05
8 log P, = 0,88log SR + 0,49 2,710E+05
Massa total da substancia em Massa,,,, Cor}centra- Massaqiyno) Co~ncentra-
- e AT

1319 526 2,5017 2,6333 1317 26 333
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Massa total da substancia em Concentra- Concentra-

o YRS v Mot | S | Moo | ‘o
(mg) (mg?l) (mg/l)

1686 1664 1,0127 1,0660 1685 33709
2158 5263 0,4099 0,4315 2157 43149
2762 16 644 0,1659 0,1747 2762 55230
3535 52632 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
7 411 1664 357 0,0045 0,0047 7 411 148 223
9 486 5263158 0,0018 0,0019 9 486 189 713

Cdlculo dos volumes

Volume minimo da fase aquosa, em fungio do limite de detecio (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 0,57 573 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 21 335 213 346
8 52,71 527 5271 52711 527 111

Volume utilizado na de- 0,1

termina¢do 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.

Resumo dos volumes necessirios, em funcio da hidrossolubilidade e do log Pow

Volume minimo (ml) da fase aquosa, em funcdo do limite de dete¢do (LOD)

log Pow Sw (mg/l) (microér(:rzas/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 1189,86
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LOD
log Pow Sy (mgfl) (micmggmas/l)—» 0,001 0,01 0,10 1,00 10

4,5 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 4,35 43,45 434,51 434505

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 7,43 74,27 742,72 7 427,17

0,05 1,49 14,85 148,54 1 485,43 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 2 539,18 25 391,82

0,0125 5,08 50,78 507,84 5078,36 50 783,64

6,5 0,025 2,17 21,70 217,02 2170,25 21 702,46

0,0125 4,34 43,40 434,05 4 340,49 43 404,93

0,006 9,04 90,43 904,27 9 042,69 90 426,93

0,003 18,09 180,85 1 808,54 18 085,39 180 853,86

7 0,006 7,73 77,29 772,89 7 728,85 77 288,50

0,003 15,46 154,58 1545,77 15 457,70 154 577,01

0,0015 23,19 | 231,87 | 231866 | 23186,55 231 865,51

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 7 927,09 79 270,93 792 709,32

0,00025 158,54 | 1 585,42 | 15 854,19 158 541,86 | 1585 418,63

8 0,001 33,88 338,77 3 387,68 33 876,77 338 767,72

0,0005 67,75 677,54 677535 67 753,54 677 535,44

0,00025 135,51 | 1 355,07 | 13 550,71 135 507,09 1355070,89

0,000125 271,01 | 2710,14 | 27 101,42 | 271 014,18 | 2710 141,77

Volume utilizado na deter-
minag¢do do LOD (I

0,1
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Apéndice 2

Exemplo de recipiente com camisa de vidro para o ensaio com agitacio lenta, para determinacdo do Py

e OET

3) O capitulo B.2 passa a ter a seguinte redacdo:

«B.2. TOXICIDADE AGUDA POR INALACAO

INTRODUCAO

1. Este método é 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 determinacio da CL5, e um
protocolo de concentragio em fungdo do tempo (C x t). As principais caracteristicas deste método sdo a
capacidade de estabelecer uma relacdo de resposta a concentragio na gama letal e ndo letal, tendo em vista
o célculo da mediana da concentragdo letal (CL5q), do limiar da concentragdo ndo 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 aplicdvel ou critérios cientificos exigem o ensaio em animais durante
véarios periodos, nomeadamente para efeitos de planeamento da resposta a situagdes de emergéncia — por
exemplo, para determinacdo de niveis-guia de exposi¢do aguda (AEGL), estabelecimento de orientacdes destina-
das ao planeamento da resposta a situacdes de emergéncia ou cdlculo de limiares de exposicdo aguda — ou de
ordenamento do territdrio.

2. 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.

3. No final do capitulo e no referido GD 39 (2) sdo definidos alguns conceitos utilizados neste método.

4. Este método permite caracterizar produtos quimicos, avaliar quantitativamente os riscos correspondentes e
escalond-los e classificd-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 classificacdo e a rotulagem, o método normalmente recomendado é 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 soldveis ou nanomateriais manufaturados.
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10.

11.

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 jd efetuados [por exemplo, com base no capitulo B.52 (4)
deste anexo] cujos resultados eventualmente dispensem a realizagio de mais ensaios, a fim de minimizar a
utilizacdo de animais. Entre os elementos tteis para a escolha da espécie, da estirpe, do sexo, do modo de
exposicdo e das concentracdes 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 exposi¢do humana e dados (Q)SAR — "(quantitative) structure-activity relations-
hips", relacdes (quantitativas) estrutura/atividade — e toxicoldgicos disponiveis sobre substancias estruturalmente
afins [ver o GD 39 (2)].

Deve evitar-se o mais possivel ensaiar produtos quimicos corrosivos efou irritantes a concentragdes que presu-
mivelmente causardo dor e/ou sofrimento intensos. Para determinar se ¢ possivel renunciar a mais ensaios, deve
avaliar-se o potencial corrosivolirritante 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 impostas pela regulamentagdo (por exemplo, fins de planeamento para situagdes
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 concentragdes visadas.
Estas ndo devem induzir irritagdo/corrosdo acentuada, mas devem ser suficientes para que a curva de resposta a
concentracdo abranja os niveis correspondentes aos objetivos do ensaio, nos planos cientifico e da regulamen-
tacdo. £ necessario justificar as concentracdes 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 classificd-los e de obter os dados de letalidade (por exemplo, CLs, CLy; e declive) para um ou ambos os
sexos necessdrios a avaliagdo quantitativa dos riscos. O método contempla duas possibilidades. A primeira é 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 periodo predeterminado, normalmente
quatro horas. Por razdes ligadas & regulamentagdo aplicdvel, a duracdo da exposicdo pode ser diferente. A
segunda possibilidade é um protocolo C x t, no qual se expdem grupos de animais a uma sé concentracdo
(concentragdo-limite), ou a uma série de concentragdes, durante periodos varidveis.

Os animais moribundos ou que apresentem sinais 6bvios de dor ou de grande sofrimento continuado devem ser
eutanasiados e, na interpretacio dos resultados do ensaio, ser considerados do mesmo modo que os animais que
morrem no ensaio. O documento de orientacdes n.° 19 da OCDE, relativo aos pardmetros eticamente mensu-
rdveis (8), define os critérios que devem presidir a decisio de eutanasiar animais moribundos ou em grande
sofrimento, bem como orientacdes sobre o reconhecimento da morte previsivel ou iminente.

DESCRICAO DO METODO
Escolha da espécie animal

Devem ser utilizados animais adultos, jovens e sauddveis de estirpes laboratoriais correntes. A espécie preferida é
o rato. E necessdrio justificar a utilizagdo de outras espécies.

Preparagio dos animais

As fémeas utilizadas devem ser nuliparas e ndo podem estar gravidas. No dia da exposi¢do, os animais devem ser
adultos jovens com oito a 12 semanas, de peso corporal ndo desviado mais de 20 % do peso médio corres-
pondente a cada sexo dos animais da mesma idade anteriormente expostos. Os animais devem ser selecionados
aleatoriamente e marcados para identificacdo individual. Para aclimatagio 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.

Manutengio dos animais

A temperatura do biotério deve ser de 22 °C + 3 °C. O ideal serd manter a humidade relativa entre 30 % ¢ 70 %,
embora isto possa ndo ser possivel ao utilizar 4gua como veiculo. Antes e depois das exposi¢des, os animais sdo
geralmente engaiolados por sexo e por concentragdo, mas o nimero 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
exposicdo unicamente nasal dos animais, pode ser necessdrio aclimatd-los aos tubos de contencdo. Estes ndo
devem provocar aos animais tensdes fisicas, térmicas ou dinidmicas excessivas. A conten¢do dos animais pode
afetar parametros fisiologicos como a temperatura corporal (hipertermia) efou o volume respirado por minuto.
Caso se disponha de dados genéricos reveladores de que nenhuma destas alteragdes ocorre em grau aprecidvel,
ndo serd necessria a preadaptacdo aos tubos de conten¢do. 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
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

filtrado pela pelagem dos que com eles coabitem. Exceto nos perfodos de exposicdo, podem utilizar-se dietas
convencionais certificadas de laboratério, com fornecimento ilimitado de dgua potdvel da rede ptblica. A
iluminacdo deve ser artificial, com uma sequéncia de 12 horas de luz seguidas de 12 horas de escuriddo.

Camaras de inalagdo

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 exposicdio unicamente nasal, termo que abrange as exposi¢des
"unicamente da cabeca", "unicamente do nariz" e "unicamente do focinho". A exposi¢io unicamente nasal é
geralmente preferida no estudo de acrosséis de liquidos ou de sélidos, ou de vapores que possam condensar-se e
formar aerossdis. Para determinados objetivos do estudo, poderd ser melhor recorrer a0 modo de exposicdo do
corpo inteiro, mas serd necessario justificd-lo no relatério. Para garantir estabilidade atmosférica nas camaras de
corpo inteiro, o volume de todos os animais presentes em cada camara ndo deve exceder 5% do volume da
camara. O documento GD 39 (2) descreve os principios, vantagens e desvantagens das técnicas de exposicdo
unicamente nasal e do corpo inteiro.

CONDICOES DE EXPOSICAO
Administracio das concentragdes

As exposicdes unicamente nasais de ratos podem durar até seis horas. As exposi¢des unicamente nasais de
ratinhos geralmente ndo vdo além de quatro horas. Caso sejam necessirios estudos mais longos, é necessirio
justificd-lo [ver o GD 39 (2)]. Os animais expostos a aerossois em cidmaras 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 perfodo de exposicdo, a alimentagdo deve ser suspensa. Durante as exposi¢des do corpo
inteiro pode continuar a fornecer-se dgua.

Os animais sdo expostos ao produto quimico em estudo sob a forma de gés, vapor, aerossol ou de uma mistura
destes. O estado fisico a ensaiar depende das propriedades fisico-quimicas do produto quimico em estudo, da
concentracio escolhida efou da forma fisica cuja probabilidade de presenga durante a manipulagdo e utilizacdo
do mesmo seja maior. Os produtos quimicos higroscopicos ou quimicamente reativos devem ser ensaiados em
atmosfera seca. Devem tomar-se precaucdes para evitar concentragdes que possam provocar explosdes.

Distribuicdo granulométrica

Os aerossois € 0s vapores que possam condensar-se em aerosséis devem ser objeto de andlise granulométrica.
Para que todas as zonas pertinentes do aparelho respiratério sejam expostas, recomenda-se a utilizacio de
aerossois com didmetro aerodindmico mediano da massa (MMAD) compreendido entre 1 pm e 4 pm e des-
vio-padrdo geométrico (o,) compreendido entre 1,5 e 3,0 (2)(9)(10). Deve fazer-se o razoavelmente possivel para
respeitar estas condi¢des, sendo necessdrio um parecer especializado caso isso ndo se consiga. Por exemplo, as
particulas dos fumos metdlicos 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.

Incorporagio do produto quimico em estudo num veiculo

Pode utilizar-se um veiculo para obter a concentracdo e a granulometria adequadas do produto quimico na
atmosfera. Regra geral, deve preferir-se a dgua. As matérias em particulas podem ser sujeitas a processos
mecanicos destinados a obter a distribuicio granulométrica necessiria, 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
friccdo numa moagem excessiva), serd necessario verificd-la por meios analiticos. Devem tomar-se as precaugdes
adequadas para ndo contaminar o produto quimico em estudo. Ndo € necessdrio ensaiar matérias granulosas nio
fridveis intencionalmente formuladas para ndo serem inaldveis. Para demonstrar que a manipulagio de uma
matéria granulosa ndo gera particulas respirdveis, efetua-se um ensaio de desgaste. Se este gerar substincias
respirdveis, deve realizar-se um ensaio de toxicidade por inalacdo.

Animais de controlo

Nio ¢é necessdrio um grupo de controlo negativo (do ar) em paralelo. Caso se utilize um veiculo diverso da dgua
para gerar a atmosfera a ensaiar, s6 se utilizard um grupo de controlo do veiculo se ndo se dispuser de dados
histéricos de toxicidade por inalagdo. Se um estudo de toxicidade de um produto quimico incorporado num
determinado veiculo ndo revelar toxicidade, conclui-se que o veiculo em causa ndo é tdéxico a concentracio
ensaiada, ndo sendo necessdrio nenhum grupo de controlo do veiculo.

MONITORIZACAO DAS CONDICOES DE EXPOSICAO
Caudal de ar nas cimaras

Durante cada exposicdo, é necessdrio regular cuidadosamente, monitorizar continuamente e registar pelo menos
de hora a hora o caudal de ar através de cada cAmara. A monitoriza¢do da concentracdo (ou estabilidade) da
atmosfera em estudo constitui uma medida permanente de todos os pardmetros dinimicos e um meio indireto
de regular os que intervém na geragio da atmosfera em estudo. E necessirio ter especial cuidado em evitar
reinalagdes nas cdmaras de exposi¢do unicamente nasal, evitando que o fluxo de ar através do sistema de
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exposi¢do seja incapaz de produzir uma circulagdo dinidmica 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 concentra¢do de oxigénio ndo deve ser inferior a 19 % e a concentragdo
de diéxido de carbono ndo deve exceder 1 %. Se houver razdes para crer que estas concentracdes nao sio
respeitadas, é necessdrio medi-las.

Temperatura e humidade relativa nas cimaras

Deve manter-se a temperatura nas cdmaras a 22 °C £ 3 °C. Tanto no caso das exposi¢des unicamente nasais
como das exposigdes do corpo inteiro, é necessario monitorizar a humidade relativa na zona de respiracio dos
animais e registd-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 mensurdvel (devido a interferéncias do
produto quimico em estudo com o método de ensaio).

Concentragio nominal do produto quimico em estudo

Sempre que possivel, deve calcular-se e registar-se a concentragdo nominal na cdmara de exposicdo. Esta é dada
pela divisio da massa gerada do produto quimico em estudo pelo volume de ar total que circulou pelo sistema
da camara. A concentragio nominal ndo ¢ utilizada para caracterizar a exposicdo dos animais, mas a sua
comparagdo com a concentragio real dd uma indicagdo da eficdcia de geragdo do sistema de ensaio, podendo
ser utilizada para detetar problemas a esse nivel.

Concentragdo real do produto quimico em estudo

Entende-se por "concentragdo real do produto quimico em estudo", a concentragio do produto quimico na zona
de respiragio dos animais da cimara de inalacio. As concentragdes reais podem determinar-se por métodos
especificos (por exemplo, amostragem direta ou métodos de adsor¢do ou de reagdo quimica e posterior carac-
terizagdo analitica) ou por métodos inespecificos, tais como gravimetria apds filtragio. O método gravimétrico s6
é aceitdvel para aerosséis de pds com um tinico componente ou de liquidos pouco voldteis e deve apoiar-se em
caracterizacdes adequadas especificas do produto quimico em causa efetuadas antes da realizagdo do estudo. A
concentracio de aerosséis de pos com vdrios componentes também pode determinar-se por gravimetria. Toda-
via, sdo necessdrios para isso dados analiticos que demonstrem que a composi¢io do produto transportado no
aerossol ¢ semelhante a do produto inicial. Se ndo se dispuser desses dados, pode ser necessirio reanalisar
periodicamente o produto quimico em estudo (idealmente no aerossol) durante o ensaio. No caso dos agentes
aerossolizados que possam evaporar-se ou sublimar, é necessdrio demonstrar que todas as fases sdo recolhidas
pelo método escolhido. As concentracdes visadas, nominais e reais devem figurar no relatério do estudo, mas
apenas as concentragdes reais sdo utilizadas na andlise estatistica para cdlculo dos valores letais de concentracdo.

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 vidvel, 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 dreas 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 ndo seja
da responsabilidade do laboratério, pode ser aconselhdvel que este confirme, pelo menos, alguns aspetos da
caracteriza¢do efetuada pelo cliente (cor, natureza fisica, etc.).

Deve manter-se a atmosfera de exposicdo tdo constante quanto possivel e proceder-se a sua monitorizagio
continuamente efou intermitentemente, consoante o método de andlise. Caso se proceda a uma colheita de
amostras intermitente, num estudo de quatro horas deve recolher-se uma amostra da atmosfera da cdmara pelo
menos duas vezes. Se, isso ndo for vidvel, por limitagdes relacionadas com o caudal de ar ou devido a
concentracdes baixas, pode colher-se uma amostra ao longo de todo o periodo de exposicdo. Se ocorrerem
varia¢des pronunciadas de uma amostra para outra, devem colher-se quatro amostras por exposi¢io nas concen-
tragdes seguintes. A concentragdo na camara correspondente a uma determinada amostra ndo deve desviar-se da
concentracdo média mais de 10 %, no caso de gases e vapores, nem mais de 20 %, no caso de aerossdis de
liquidos ou de sélidos. Deve calcular-se e registar-se o tempo necessario para a camara atingir o equilibrio (tos).
A duragdo da exposicdo corresponde ao tempo de geracdo do produto quimico em estudo, incluido o tempo
necessdrio para atingir tgs. O documento GD 39 (2) contém orientagdes para a estimativa do tys.

No caso de misturas muito complexas de gases ou vapores e¢ de aerossdis (por exemplo, atmosferas de
combustdo e produtos quimicos gerados por produtos ou dispositivos finais especificos), o comportamento
de cada fase na cdmara de inalagdo pode ser diferente. Por esse motivo, deve escolher-se em cada fase (gds ou
vapor e aerossol) pelo menos uma substancia indicadora (substancia analisada), normalmente a principal subs-
tancia ativa da mistura. Se o produto quimico em estudo for uma mistura, deve indicar-se no relatério a
concentracdo analitica correspondente a mistura e ndo apenas a concentragdo correspondente a substancia ativa
ou ao componente (substancia analisada) em causa. O documento GD 39 (2) contém mais informagdes sobre as
concentracoes reais.
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Distribuicio granulométrica do produto quimico em estudo

25. Deve determinar-se a distribuicdo granulométrica dos acrosséis pelo menos duas vezes durante cada exposi¢do
de quatro horas, recorrendo a um impactor de cascata ou a outro instrumento, tal como um granulémetro
aerodinamico. Se for possivel demonstrar a equivaléncia dos resultados obtidos pelo impactor de cascata e pelo
instrumento alternativo, pode utilizar-se este dltimo em todo o estudo. Em paralelo ao instrumento primério,
deve utilizar-se um segundo dispositivo, tal como um filtro gravimétrico ou um borbulhador de gés/impactor
impinger, para confirmar a eficiéncia de captacdo do primeiro. As concentragdes médssicas obtidas por andlise
granulométrica e por anilise com filtros ndo devem diferir entre si mais do que valores razodveis [ver o GD 39
(2)]. Se for possivel demonstrar esta equivaléncia no inicio do estudo, ndo é necessario efetuar mais medicdes de
confirmacdo. Por razdes de bem-estar animal, devem ser tomadas medidas para minimizar dados inconclusivos
que possam obrigar A repetigio de exposicdes. E necessdrio efetuar uma andlise granulométrica no caso dos
vapores que possam condensar-se para formar aerosséis ou se forem detetadas particulas numa atmosfera de
vapores suscetivel de formar fases mistas (ver o ponto 15).

PROCEDIMENTO

26. S3o 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 efou um ensaio do limite (no protocolo tradicional)
ou um ensaio a uma concentracdo-limite (C x t). Se um dos sexos for reconhecidamente 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
exposi¢do unicamente nasal, pode ajustar-se a duragdo mdxima da exposi¢do 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 aplicagdo do capitulo B.52 (4) deste anexo podem
dispensar o estudo preliminar e servir para verificar se um dos sexos é mais sensivel que o outro [ver o GD 39

@]

PROTOCOLO TRADICIONAL
Consideragdes gerais: protocolo tradicional

27. No estudo tradicional, expdem-se grupos de animais ao produto quimico em estudo, durante um periodo fixo
(geralmente quatro horas), numa cidmara de exposi¢do unicamente nasal ou de corpo inteiro. Os animais sdo
€xpostos a uma concentragio-limite (ensaio do limite) Ou, NUM Processo sequencial, a, pelo menos, trés concen-
tragdes (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 provenientes de um estudo B.52
jé realizado [ver o GD 39 (2)].

Estudo preliminar: protocolo tradicional

28. 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 concentracdo 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 machos e trés fémeas (podem ser neces-
sdrios trés animais por sexo para determinar uma diferenca de sensibilidade entre sexos). O estudo preliminar
pode incidir apenas numa concentracdo, mas podem ser ensaiadas mais se for necessario. Neste estudo ndo
devem ensaiar-se tantos animais e concentra¢des 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

29. Efetua-se este ensaio caso se saiba ou preveja que o produto quimico em estudo ¢ praticamente ndo toxico, isto
é, s6 induzird toxicidade acima da concentragdo-limite prevista na regulamentagdo aplicdvel. No ensaio do limite,
expde-se a uma concentragdo-limite do produto quimico em estudo um tnico grupo de trés machos e trés
fémeas. Podem obter-se informacdes sobre a toxicidade do produto quimico em estudo a partir de ensaios jd
realizados com produtos quimicos semelhantes, tomando em consideracdo a identidade e percentagem dos
componentes de importincia toxicoldgica reconhecida. Nos casos em que se disponha de pouca ou nenhuma
informacdo sobre a toxicidade do produto quimico em estudo ou quando este for previsivelmente toxico, deve
efetuar-se o estudo principal.

30. A escolha das concentra¢des-limite depende geralmente da regulamentagdo aplicavel. Quando se trata do
Regulamento (CE) n.° 1272/2008, as concentra¢des-limite aplicdveis sio 20 000 ppm para gases, 20 mg/l
para vapores e 5 mgfl para aerosséis (ou a concentragio mdxima 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 aerossdis. Ao ensaiar acrossdis, o principal objetivo é conseguir obter particulas de dimensdes
respirdveis (MMAD compreendido entre 1 pm e 4 pm), o que, com a maior parte dos produtos quimicos, se
consegue a uma concentracdo de 2 mg/l. S6 deve tentar-se ensaiar aerossis a concentra¢des 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 concentracdes superiores & concentracio-limite.
S6 importa ponderar o ensaio da concentragdo-limite se for elevada a probabilidade de os resultados desse ensaio
terem interesse direto para a prote¢do da saide humana (3), o que deve justificar-se no relatério do estudo. No
caso de produtos quimicos potencialmente explosivos, devem tomar-se precaucdes para evitar condicdes favo-
rdveis a ocorréncia de explosdes. Para evitar a utilizagdo desnecessdria de animais, deve efetuar-se um ensaio sem
animais antes do ensaio do limite, para verificar se é possivel atingir as condi¢des deste ensaio nas cimaras.
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31. Se a concentracdo-limite gerar mortalidade ou animais moribundos, os resultados do ensaio do limite podem
servir de estudo preliminar para os ensaios seguintes a outras concentracdes (ver o estudo principal). Se as
propriedades fisicas ou quimicas do produto quimico em estudo impossibilitarem que se atinja a concentragio-
-limite, deve ensaiar-se a concentragdo méxima que se consiga atingir. Se a letalidade verificada a concentra¢do
méxima atingivel for inferior a 50 %, ndo sdo necessrios mais ensaios. Se ndo for possivel atingir as concen-
tragdes-limite devem constar do relatério do estudo uma explicacdo disso e dados corroborantes. Se a concen-
tragdo maxima atingivel de um vapor ndo induzir toxicidade, pode ser necessdrio gerar o produto quimico em
estudo sob a forma de um aerossol de liquido.

Estudo principal: protocolo tradicional

32. Num estudo principal utilizam-se, normalmente, cinco machos e cinco fémeas (ou cinco animais do sexo
sensivel, se for conhecido) por nivel de concentragdo, sendo que o nimero minimo de niveis ¢ trés. O néimero
de niveis de concentracdo utilizado deve permitir efetuar uma andlise estatistica solida. O intervalo de tempo
entre a exposi¢do dos diversos grupos é determinado pelo aparecimento, pela duracdo e pela intensidade dos
sinais de toxicidade observados. Ndo se expdem animais ao nivel de concentragdo seguinte enquanto ndo houver
um grau razodvel de confianca na sobrevivéncia dos dltimos animais expostos. O diretor do estudo pode, entdo,
ajustar a concentragdo visada para o préximo grupo a expor. Dada a dependéncia de tecnologias sofisticadas, este
procedimento nem sempre serd possivel nos estudos por inalagdo, pelo que a exposi¢do de animais ao nivel de
concentracdo seguinte deve basear-se na experiéncia adquirida e numa apreciagdo 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

33. Na avaliagdo da toxicidade por inalacdo, 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 vdrias concen-
tragdes do produto quimico em estudo. Todos os ensaios sdo efetuados numa cdmara de exposi¢do 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 andlise de simulacio mostrou que tanto o protocolo tradicional como o
protocolo C x t podem gerar valores fidveis de CLs,, embora este dltimo seja geralmente melhor para obter
valores fidveis de CLy; e CLyq (15).

34. Uma andlise de simulagdo demonstrou que é geralmente adequado utilizar dois animais por ponto (Ct) — um
animal de cada sexo, se forem utilizados ambos os sexos, ou dois animais do sexo mais sensivel — para ensaiar
quatro concentragdes e cinco duracdes de exposicio num estudo principal. Em certas circunstancias, fica ao
critério do diretor do estudo utilizar dois ratos de cada sexo em cada ponto (Ct) (15). A utilizacio de dois
animais de cada sexo em cada ponto (C,t) pode reduzir os erros sistemdticos e a variabilidade das estimativas,
aumentar a taxa de éxito destas tltimas e melhorar a cobertura do intervalo de confianca. 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 concentragio de exposi¢io também poderd bastar para
o efeito. Para mais orienta¢des sobre o niimero de animais e as concentracdes a utilizar num estudo C x t,
consultar o documento GD 39 (2).

Estudo preliminar: Protocolo C x t

35. 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 concentracdo 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 Il do documento
GD 39 (2). Pode ser necessdrio utilizar trés animais de cada sexo para determinar a diferenca de sensibilidade
entre sexos. Expdem-se estes animais durante um periodo tnico 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 ¢é necessario
efetuar um estudo preliminar. Para selecionar a concentrago 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)
realizados com ambos os sexos de cujos resultados disponha [ver o GD 39 (2)].

Concentragdo inicial: protocolo C x t

36. A concentracdo inicial (sessdo de exposi¢do I no apéndice 1) é uma concentracdo-limite ou uma concentragio
escolhida pelo diretor do estudo com base no estudo preliminar. Expdem-se grupos de um animal de cada sexo
a esta concentragdo durante diversos perfodos (por exemplo, 15, 30, 60, 120 ou 240 minutos), num total de
dez animais (sessdo de exposi¢do I no apéndice 1).

37. A escolha das concentracdes-limite depende geralmente da regulamentagdo aplicdvel. 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 aerosséis (ou a concentragio mdaxima 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 aerossis. Ao ensaiar aerossois, o objetivo é conseguir obter particulas de dimensdes respirdveis
(MMAD compreendido entre 1 pm e 4 pm) na concentragdo-limite de 2 mg/l, o que é possivel no caso da maior
parte dos produtos quimicos. SO deve tentar-se ensaiar aerosséis a concentra¢des 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 concentracdes superiores & concentragdo-limite.
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S6 importa ponderar ensaios a concentragdes superiores a essa concentracdo se for elevada a probabilidade de os
resultados desses ensaios terem interesse direto para a protegdo da satide humana (3), o que deve justificar-se no
relatério do estudo. No caso de produtos quimicos potencialmente explosivos, devem tomar-se precau¢des para
evitar condigdes favordveis & ocorréncia de explosdes. Para evitar a utilizacgdo desnecessdria de animais, deve
efetuar-se um ensaio sem animais antes de ensaiar a concentra¢do inicial, para verificar se é possivel atingir nas
camaras as condi¢des correspondentes a essa concentracdo.

Se a concentragdo inicial gerar mortalidade ou animais moribundos, os resultados obtidos para esta concentragio
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 impossibilitarem que se atinja a concentragdo-
-limite, deve ensaiar-se a concentragdo maxima que se consiga atingir. Se a letalidade verificada a concentracio
méxima atingivel for inferior a 50 %, ndo sdo necessdrios mais ensaios. Se ndo for possivel atingir a concen-
tragdo-limite, devem constar do relatério do estudo uma explicagdo disso e dados corroborantes. Se a concen-
tragdo 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 C x t

A concentragdo inicial (sessdo de exposigdo I no apéndice 1) ensaiada no estudo principal é uma concentragio-
-limite ou uma concentragdo escolhida pelo diretor do estudo com base no estudo preliminar. Se for observada
mortalidade durante ou apés a sessio de exposi¢do I, deve tomar-se a exposi¢gdo minima (C x t) que gera
mortalidade como orientagdo para determinar a concentragdo e os periodos de exposicdo para a sessdo de
exposi¢do II. Cada sessio de exposi¢do subsequente dependerd da sessio que a precede (ver o apéndice 1).

No caso de muitos produtos quimicos, os resultados obtidos para a concentracdo inicial, juntamente com os
resultados obtidos em trés sessdes de exposicdo suplementares menos espagadas (sendo este espagamento dado
pelo fator que define a série geométrica de perfodos de exposicio, geralmente V2) sio suficientes para estabelecer
a relagdo entre C x t e a mortalidade (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 matemdtico dos resultados do
protocolo C x t.

EXAMES

Os animais devem ser examinados clinicamente com frequéncia durante o periodo de exposi¢do. 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.
Nio ¢é fixada uma duracdo do periodo de observagdo, que deve depender da natureza e do momento do
aparecimento de sinais clinicos, assim como da duragdo do periodo de recuperagio. O momento do apareci-
mento e do desaparecimento dos sinais de toxicidade é importante, nomeadamente se houver uma certa demora
na manifestagio desses sinais. Todas as observacdes devem ser sistematicamente registadas, mantendo registos
individuais para cada animal. Os animais moribundos ou que apresentem sinais de dor intensa efou 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 alteragdes respiratdrias passageiras, imputdveis ao
procedimento de exposicdo, com sinais de toxicidade do produto quimico em estudo passiveis de aconselhar a
eutandsia prematura dos animais. Devem ser tidos em conta (7) os principios e critérios resumidos no docu-
mento de orientacdes n.° 19 da OCDE (GD 19). Se forem eutanasiados animais ou forem encontrados animais
mortos, deve registar-se 0 momento da morte com a maior exatiddo possivel.

Os exames a cfetuar aos animais engaiolados devem incidir, nomeadamente, nas alteragdes da pele e da pelagem,
dos olhos e das mucosas, do aparelho respiratério, do sistema circulatério, dos sistemas nervosos auténomo e
central, da atividade somatomotora ¢ do comportamento. Se possivel, registar as diferencas eventualmente
observadas entre efeitos locais e sistémicos. Deve estar-se atento a tremores, convulsdes, salivacdo, diarreia,
letargia, sono e coma. A medi¢do 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 0 peso de cada animal uma vez durante o perfodo de aclimatacdo, 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 eutandsia, se posterior ao dia 1. O peso corporal é reconhecidamente um indicador critico de
toxicidade, pelo que é necessdrio observar atentamente os animais cujo peso decresca 20 % ou mais relativa-
mente ao peso anterior ao estudo e ndo volte a aumentar. No final do perfodo apds a exposicdo, pesam-se e
eutanasiam-se os animais sobreviventes.

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 autdpsia macroscopica. Se ndo for
possivel realizar a autdpsia imediatamente depois de detetada a morte do animal, este deve ser refrigerado (ndo
congelado) a uma temperatura suficientemente baixa para minimizar a autélise. As aut6psias devem ser efetuadas
o mais rapidamente possivel, normalmente ndo mais de um ou dois dias apés a morte. Regista-se todas as
alteragdes patoldgicas macroscopicas de cada animal, prestando especial atencdo as alteracdes do aparelho
respiratorio.
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45.

46.

47.

Podem ser efetuados outros exames previamente previstos para alargar o valor interpretativo do estudo, tais
como a pesagem dos pulmdes dos ratos sobreviventes efou a pesquisa, por exame microscopico, de irritagdes do
aparelho respiratério. Também podem examinar-se os 6rgdos que evidenciem macropatologias de animais que
tenham sobrevivido 24 horas ou mais, bem como 6rgdos que se saiba serem afetados ou que se preveja serem-
-no. O exame microscépico de todo o aparelho respiratério pode fornecer elementos titeis no caso dos produtos
quimicos que reagem com a 4gua, tais como os 4cidos e os produtos quimicos higroscépicos.

DADOS E RELATORIOS
Dados

Devem ser indicados o peso corporal e os resultados da autdpsia de cada animal. Devem ser resumidos os
resultados dos exames clinicos num quadro, indicando, para cada grupo estudado, o nimero de animais
utilizados, o niimero de animais que apresentaram sinais especificos de toxicidade, o niimero de animais que
morreram durante o ensaio ou que foram eutanasiados e o momento da morte de cada animal, complementados
por uma descri¢do dos efeitos tdxicos e da evolucdo e reversibilidade destes, bem como pelos resultados das
autopsias.

Relatério dos ensaios

Elementos a constar, quando pertinente, do relatério dos ensaios:

Animais estudados e condicdes em que sdo mantidos

— descricdo das condigdes de engaiolamento, nomeadamente: niimero (ou altera¢io do niimero) de animais por
gaiola, camas, temperatura e humidade relativa ambientes, fotoperiodo e dieta,

— espécie e estirpe utilizadas e, caso ndo sejam utilizados ratos, justificacdo da utilizagdo de outra espécie,

— numero, idade e sexo,

— método de aleatorizagdo,

— elementos sobre a qualidade dos alimentos e da dgua (incluindo o tipo de dieta e a origem desta, bem como
a origem da dgua),

— descrigdo de eventuais condicionamentos anteriores ao ensaio, nomeadamente ao nivel da dieta, de quaren-
tenas e do tratamento de doencas.

Produto quimico em estudo

— natureza fisica, grau de pureza e propriedades fisico-quimicas pertinentes (incluindo a isomerizagao),

— dados de identificacdo e, se for conhecido, niimero de registo CAS (Chemical Abstract Service).

Veiculo

— justificagdo da utilizagdo e da escolha do veiculo (se ndo for dgua),

— dados histéricos ou paralelos demonstrativos de que o veiculo ndo interfere nos resultados do estudo.

Cdmaras de inalagdo

— descricdo — incluindo dimensdes e volume — das cAmaras de inalacdo,

— origem e descrigdo do equipamento utilizado na exposi¢do dos animais e na geracdo da atmosfera,

— equipamento de medi¢do da temperatura, humidade, granulometria e concentracio real,



L 81/28

Jornal Oficial da Unido Europeia

19.3.2014

— fonte de ar, tratamento do ar fornecido/evacuado e sistema de climatizacdo utilizado,

métodos utilizados para calibrar o equipamento a fim de garantir a homogeneidade da ensaiada,

subpressdo ou sobrepressdo,

pontos de exposi¢do por cimara (de exposi¢do unicamente nasal); localizacio dos animais no sistema
(camara de exposicdo de corpo inteiro),

homogeneidade/estabilidade no tempo da atmosfera ensaiada,

localizagdo nas camaras 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 exposi¢do (exposicdo unicamente nasal) ou relagdo entre o
volume ocupado pelos animais e o volume da cdmara (camaras de exposicdo de corpo inteiro),

informagdes sobre o equipamento eventualmente utilizado para medir o oxigénio e o didxido de carbono,

tempo necessdrio para as camaras de inalagdo atingirem o equilibrio (tys),

ndamero hordrio de substituicdes de volume,

medidores (se existirem).

Elementos relativos a exposigdo

— fundamentagdo da escolha da concentragdo visada no estudo principal,

concentra¢des nominais (dadas pela divisio da massa do produto quimico em estudo introduzido na camara
de inalagdo pelo volume de ar total que nela circulou),

concentracdes reais do produto quimico em estudo obtidas na zona de respiracio dos animais; no caso das
misturas que geram formas fisicas heterogéneas (gases, vapores, aerossdis), pode analisar-se separadamente
cada uma delas,

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,

— distribui¢do granulométrica, didmetro acrodindmico mediano da massa (MMAD) e desvio-padrdo geométrico

(0,), incluindo os métodos de cdlculo correspondentes; indicar também o resultado de cada andlise granu-
lométrica efetuada.

Condicdes de realizacdo dos ensaios

elementos sobre a preparagdo do produto quimico estudado, nomeadamente sobre eventuais métodos de
reducdo da granulometria de sélidos ou de preparacido de solu¢des do produto quimico. Se o recurso a
processos mecanicos for passivel de ter alterado a composi¢do do produto quimico em estudo, incluir os
resultados das andlises efetuadas para verificar a composicdo deste,

descricdo (de preferéncia complementada por um esquema) do equipamento utilizado para gerar a atmosfera
ensaiada e para expor os animais a essa atmosfera,

elementos sobre o método de andlise quimica utilizado e sobre a validagdo desse método (incluindo o
rendimento da recuperagdo do produto quimico em estudo do meio amostrado),

— fundamentagdo da escolha das concentracdes utilizadas nos ensaios.
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Resultados

— quadro com a temperatura, a humidade e o caudal de ar nas camaras,

— quadro com as concentracOes nominais e reais nas camaras,

— quadro com os dados granulométricos, nomeadamente dados analiticos sobre a colheita de amostras, a

distribuicdo granulométrica e os cilculos de MMAD e Oy

— quadro com os dados de resposta e as concentracdes correspondentes a cada animal (animais que apresen-
taram 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, evolucdo e eventual reversibilidade de sinais de toxicidade em cada
animal,

— resultados da autdpsia e resultados histopatoldgicos correspondentes a cada animal, se disponiveis,

— estimativas de letalidade (por exemplo, CLs, e DLy;), incluindo os intervalos de confianca a 95 % e o declive
(se 0 método de avaliacdo o previr),

— relagdo estatistica, incluindo uma estimativa do expoente "n" (protocolo C x t). Indicar também o nome do
software estatistico utilizado.

Discussdo e interpretagio dos resultados

— deve ser dada especial atencdo a descri¢do dos métodos utilizados para satisfazer os critérios deste método de
ensaio, nomeadamente no que respeita a concentracio-limite e a granulometria,

— examinar em que medida, com base nos resultados globais, as particulas sdo respirdveis, em especial se os
critérios granulométricos ndo forem satisfeitos,

— explicar por que razdo terd sido necessdrio eutanasiar animais que apresentavam sinais de dor ou de grande
sofrimento continuado, com base nos critérios do documento de orientacdes n.° 19 da OCDE, relativo aos
pardmetros eticamente mensurdveis (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 apreciacdo global do estudo deve incidir igualmente na coeréncia dos métodos utilizados para determinar
as concentracdes nominal e real e deve dar conta da relacdo entre estas concentragdes,

— referir a causa provédvel da morte e 0 modo de agdo predominante (sistémico ou local).
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Apéndice 1

Protocolo C x t

. Na avaliagdo da toxicidade por inalacdo, um estudo sequencial de concentragio em fun¢do 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 aplicdvel ou critérios cientificos exigem o ensaio em animais durante vdrios periodos, nomeada-
mente para efeitos de planecamento da resposta a situagdes de emergéncia e de ordenamento do territorio. Este
procedimento comega, normalmente, pelo ensaio de uma concentragdo-limite (sessio de exposicdo 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 vérias duracdes de exposi¢do numa mesma sessdo (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 e 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 informagio sobre a toxicidade do produto quimico em estudo,

deve efetuar-se um estudo preliminar no qual, geralmente durante 240 minutos, se expdem grupos de ndo mais de
trés animais de cada sexo as concentracdes visadas escolhidas pelo diretor do estudo.

. Se, na sessdo de exposicdo I, se ensaiar uma concentragdo-limite e a mortalidade observada for inferior a 50 %, ndo

sdo necessdrios mais ensaios. Se a regulamentagdo aplicdvel ou razdes cientificas exigirem que seja determinada a
relagdo entre a concentragdo, o tempo de exposi¢do e a resposta a esta tltima a niveis superiores a concentragio-
-limite indicada, a exposicdo seguinte deve ser efetuada a uma concentragdo superior, por exemplo, dupla daquela (2L
na figura 1).

. Se for observada toxicidade a concentracido-limite, sdo necessdrios ensaios complementares (estudo principal). Essas

exposicdes adicionais sdo efetuadas a concentracdes inferiores (sessdes de exposicdo II, Il ou IV’ na figura 1) ou a
concentracdes superiores com tempos de exposicdo mais curtos (sessdo de exposicdo IV na figura 1), adaptados e nio
tdo espacados.

. Efetua-se o ensaio (concentragdes inicial e seguintes) com um animal de cada sexo por ponto (Ct) 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 (Ct) — ou quatro animais do sexo mais sensivel por ponto (Ct) (15). A
utilizagdo de dois animais de cada sexo por cada ponto (C,t) normalmente reduz os erros sistemdticos e a variabi-
lidade das estimativas, aumenta a taxa de éxito destas Gltimas e melhora a cobertura do intervalo de confianga,
comparativamente ao protocolo aqui descrito. Para mais informagdes, consultar o documento GD 39 (2).

. O ideal ¢é efetuar cada sessio de exposi¢do no seu dia. Este procedimento permite adiar a exposi¢do seguinte até

existir um grau razodvel de confianga na sobrevivéncia dos animais e possibilita que o diretor do estudo adapte a
concentracdo visada e os tempos de exposi¢do para a sessio seguinte. Recomenda-se comegar cada sessio de
exposicdo pelo grupo que serd exposto durante mais tempo — no exemplo dado, pelo grupo de 240 minutos de
exposicdo, seguindo-se o grupo de 120 minutos e assim por diante. Se, por exemplo, ap6s 90 minutos, os animais
do grupo de 240 minutos estiverem a morrer ou revelarem sinais de toxicidade intensos (por exemplo, alteragdes
extremas da respiragdo, nomeadamente dificuldades respiratérias), ndo fard sentido expor um grupo durante 120
minutos, pois a mortalidade dos animais seria provavelmente de 100 %. Nessas circunstincias, o diretor do estudo
deverd selecionar tempos de exposi¢do mais curtos para a concentragdo em causa (por exemplo, 90, 65, 45, 33 e 25
minutos).

. Deve medir-se com frequéncia a concentragdo na cimara, para determinar a concentracdo média no tempo para cada

duracdo de exposicdo. Se possivel, deve utilizar-se na andlise estatistica o momento da morte de cada animal, ndo a
duracdo da exposi¢do.

. Uma vez efetuadas as quatro primeiras sessdes de exposicdo, examinam-se os resultados obtidos para verificar se

definem suficientemente uma curva da concentragdo em fungio do tempo (ver a figura 1). Se isso ndo acontecer,
pode efetuar-se uma exposigdo suplementar (5. concentragdo). A concentracio e os tempos de exposi¢do utilizados
na 5.% exposi¢do devem ser escolhidos de forma a obter os dados em falta.

. Utilizam-se todas as sessdes de exposi¢do (incluida a primeira) para calcular a relacdo entre a concentracdo, o tempo

de exposicdo e a resposta a esta tltima por andlise estatistica (16). Se possivel, deve utilizar-se para cada ponto (Ct) a
concentra¢do média no tempo e o tempo de exposicdo até a morte (se ocorrer durante a exposi¢do).
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Figura 1

Exemplo hipotético de uma relagdo entre a concentragdo, o tempo de exposicdo e a mortalidade causada no rato

concentragao (L=limit)
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Simbolos s6 com contorno: animais sobreviventes; simbolos a cheio: animais mortos;

Triangulos: fémeas; circulos: machos;

Linha a cheio: valores de CLs5 (7,5 a 240 minutos) correspondentes a machos (n = 1);

Linha a tracejado: valores de CLs, (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).
Glossério

concentragao;

tempo de exposicdo.
10. Exemplo do procedimento sequencial:

Sessdo de exposi¢io I — Ensaio a concentragio-limite (ver a figura 1)

— Um animal de cada sexo por ponto (Ct); 10 animais no total (%);
— Concentragdo visada () = concentragdo-limite;

— Exposicdo de cinco grupos de animais a esta concentragdo visada durante 15, 30, 60, 120 e 240 minutos,
respetivamente.

Sessdo de exposicdo II () — Estudo principal

— Um animal de cada sexo por ponto (C,t); 10 animais no total;

(*) Se ndo 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 concentra¢io. Com base nas informacdes disponiveis, ou caso durante esta sessio de exposicdo se verifique que um dos
sexos é mais sensivel, utilizam-se 10 animais desse sexo — dois animais por ponto (C,t) — a cada concentragdo no resto do ensaio.

(") Quando se trata do Regulamento (CE) n.° 1272/2008, as concentragdes-limite aplicdveis 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 regulamentacdo aplicdvel o exigir ou razdes cientificas o aconselharem, podem utilizar-se

concentragdes maiores.

Idealmente, ndo se expdem animais ao nivel de concentracdo seguinte enquanto nio houver um grau razodvel de confianca na

sobrevivéncia dos tltimos animais expostos. O diretor do estudo pode, entdo, ajustar a concentracdo visada e os tempos de exposicdo

para a proxima sessio de exposi¢do.

~~
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— Exposi¢do de cinco grupos de animais a uma concentragio mais baixa (9) (1/2L), aumentando ligeiramente a
duracdo das exposicdes (espacamento de V2; ver a figura 1).

Sessdo de exposicdo III — Estudo principal

— Um animal de cada sexo por ponto (C,t); 10 animais no total;

— Exposi¢do de cinco grupos de animais a uma concentra¢io mais baixa (f) (1/4L), aumentando ligeiramente a
duragio das exposicdes (espacamento de V2; ver a figura 1).

Sessdo de exposicio IV — Estudo principal

— Um animal de cada sexo por ponto (Ct); 10 animais no total;

— Exposigdo de cinco grupos de animais a uma concentragio mais baixa (9) (1/8 L), aumentando ligeiramente a
duracio das exposicoes (espacamento de V2; ver a figura 1).

l ou

Sessdo de exposicio IV — Estudo principal

— Um animal de cada sexo por ponto (Ct); 10 animais no total;

— Exposi¢do de cinco grupos de animais a uma concentragio mais elevada () (2L), diminuindo ligeiramente a
duragio das exposicdes (espacamento de V2; ver a figura 1).

Tratamento matemdtico dos resultados do protocolo C x t

11. O procedimento C x t gerard 20 ou 25 pontos, consoante se utilizem quatro ou cinco concentragdes durante cinco

periodos de exposicdo. Com base nesses pontos, pode calcular-se a relacio C x t recorrendo a seguinte andlise
estatistica (16):

Equagdo 1:

Probit(P) = by + byln C + byln ¢
em que C é a concentragdo e t é o tempo de exposicio; ou
Equagdo 2:
Resposta = f(C"t)
em que n = 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 exposigdo ensaiados) utilizando P = 5 (50 %
de resposta). De notar que a regra de Haber sé se aplica se n = 1. Pode calcular-se a CLg; utilizando P = 2,67.

(4 A dose minima (C x t) que produz mortalidade no ensaio a concentracdo inicial (primeira sessio de exposicdo) utiliza-se como

orientagdo para estabelecer a proxima combinacdo de concentragdo e tempos de exposi¢do. Normalmente, reduz-se a concentracio a
metade (1/2L) e Os animais sdo expostos durante periodos menos espagados, distribuidos em série geométrica de fator 1,4 (V2; ver a
referéncia 11) a volta do tempo correspondente a dose letal minima (t x C) observada na primeira exposicdo. A figura 1 mostra que, na
sessdo de exposicdo I, se observou mortalidade pela primeira vez ao fim de 15 minutos, pelo que os tempos de exposicio da sessdo II,
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 relacdo entre a concentragdo e o tempo define um
angulo de 45 graus (n = 1) ou se a relagdo entre a concentracdo, o tempo de exposi¢do e a resposta a esta tltima tem um declive
menor (por exemplo, n = 2) ou maior (por exemplo, n = 0,8). Nestes tltimos casos, ¢ fortemente recomendado que se adaptem em
conformidade os tempos de exposi¢do e concentra¢des seguintes.

Em determinados casos, pode ser necessario aumentar a concentragdo (2L) e associar-lhe novos tempos de exposicio menos espagados,
distribuidos em série geométrica de fator 1,4 (V2) a volta do tempo correspondente 2 concentracio letal minima observada na primeira
exposicdo. E preferivel que a duracdo minima da exposicdo seja superior a cinco minutos, ndo devendo a duragio mdxima exceder 8
horas.»
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4) Os capitulos B.7 e B.8 sdo substituidos pelos seguintes textos:

«B.7 ESTUDO DA TOXICIDADE ORAL POR DOSE REPETIDA DURANTE 28 DIAS EM ROEDORES

INTRODUCAO

Este método é equivalente ao Test Guideline 407 (2008) da OCDE. O Test Guideline 407 inicial foi adotado em
1981. Em 1995, adotou-se uma versdo revista, para obter mais dados sobre os animais estudados, nomeada-
mente ao nivel da neurotoxicidade e da imunotoxicidade.

Em 1998, a OCDE deu inicio a uma acdo prioritdria com vista a revisio dos Test Guidelines existentes e a
elaboragdo de novos Test Guidelines para despistagem e ensaio de potenciais desreguladores do sistema enddcrino
(8). Um dos elementos dessa agdo foi a atualizacdo 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
detegdo da atividade endécrina de produtos quimicos. O protocolo adotado foi entdo sujeito a um vasto
programa internacional destinado a examinar a pertinéncia e viabilidade desses parametros adicionais, o desem-
penho dos mesmos relativamente a produtos quimicos com atividade (anti)estrogénica, (anti)androgénica e
(anti)tiroideia, a repetibilidade intralaboratorial e a reprodutibilidade interlaboratorial e as interferéncias dos
novos pardmetros com os anteriormente previstos no TG 407. A OCDE elaborou em seguida um relatdrio
muito completo (9) com a compilagdo e avaliagdo pormenorizada dos multiplos dados obtidos nesse exercicio.
A presente atualizacio 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 contextualizar determinados efeitos de mediagio
endécrina com outros efeitos toxicoldgicos.

CONSIDERACOES INICIAIS E LIMITACOES

Na apreciagdo e avaliacio 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 téxicos numa grande diversidade de alvos potenciais de
toxicidade. Fornece informacdes sobre os perigos para a saide que podem advir da exposicdo repetida num
periodo relativamente curto, nomeadamente ao nivel de efeitos nos sistemas nervoso, imunitdrio e enddcrino.
Nestes dominios especificos, pretende-se identificar os produtos quimicos potencialmente neurotéxicos, passiveis
de justificar o aprofundamento do estudo desta vertente, bem como os que interferem com a fisiologia da
tiroide, podendo o método fornecer igualmente dados sobre os produtos quimicos que afetam os 6rgdos
reprodutores de animais adultos jovens de ambos os sexos e dar indicacdes sobre efeitos imunoldgicos.

Os resultados obtidos por este método podem ser utilizados na identificagdo de perigos e na avaliagdo de riscos.
Os resultados correspondentes aos pardmetros relacionados com o sistema endécrino devem interpretar-se com
base no documento "Conceptual Framework for Testing and Assessment of Endocrine Disrupting Chemicals" (11),
elaborado pela OCDE, que estabelece um quadro conceptual para o ensaio e a avaliagio de produtos quimicos
desreguladores do sistema endécrino. O método compreende um estudo bdsico 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 producio ndo exceder determinados limites) ou como etapa prévia para um estudo a longo prazo. O tempo
de exposicdo previsto é de 28 dias.

O programa internacional de valida¢do de parametros 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 expe-
riéncia do laboratdrio que realiza os ensaios. Este problema coloca-se especificamente em relagio a determinacio
histopatoldgica de alteragdes ciclicas dos 6rgdos reprodutores femininos e a pesagem dos pequenos Orgdos
hormonodependentes, dificeis de dissecar. Foi elaborado um documento de orientagdes no dominio da histo-
patologia (19), que estd 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 sensibilidade do ensaio. Foram incorporados
neste método diversos pardmetros que se verificou constituirem indicadores de efeitos toxicos ao nivel endd-
crino. Enumeram-se no apéndice 2, como parametros facultativos, aqueles cuja utilidade ndo estd provada, por
insuficiéncia de dados, ou cujo contributo para a detegdo de desreguladores do sistema end6crino o programa de
validacdo ndo demonstrou suficientemente.

Com base nos dados gerados no processo de validagdo, importa sublinhar que a sensibilidade deste ensaio ndo é
suficiente para identificar todas as substdncias (anti)androgénicas ou (anti)estrogénicas (9). O método nio é
aplicado a um estddio da vida especialmente sensivel a desregulacdo enddcrina. Todavia, durante o processo de
validacdo, identificaram-se por este método substancias que afetam ligeira ou fortemente a funcdo tiroideia e
substincias com atividade enddcrina moderada a forte através dos recetores estrogénicos ou androgénicos,
embora raramente tenha sido possivel identificar substancias com fraca atividade a esse nivel. Nao pode,
portanto, considerar-se um ensaio de despistagem de atividade enddcrina.

O facto de néo se evidenciarem efeitos de natureza (anti)androgénica ou (anti)estrogénica ndo pode, portanto,
entender-se como uma prova da inexisténcia de efeitos no sistema endécrino. No que respeita a efeitos mediados
pelo sistema enddcrino, a caracterizagdo das substincias ndo deve, pois, basear-se unicamente nos resultados
obtidos por aplicagio 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 endé-
crina (a0 nivel da caracterizagdo de substancias) devem fundamentar-se numa base mais alargada, ndo se
apoiando unicamente nos resultados obtidos pelo presente método.
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Pressupde-se que todos os procedimentos com animais respeitardo as normas 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 regulamentagﬁo local. Para mais orientacoes 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 vérios grupos de animais, em doses
crescentes de grupo para grupo, durante um periodo de 28 dias. No decurso deste periodo, verifica-se atenta-
mente todos os dias se os animais evidenciam sinais de toxicidade. Autopsia-se os animais que morrem ou so
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 exposicdo repetida por via oral e pode revelar a
necessidade de estudos complementares mais longos. Pode igualmente fornecer informacdes que facilitem a
escolha das concentragdes a utilizar nesses estudos durante perfodos mais longos. Os dados gerados pela
aplicacdo deste método devem possibilitar a caracterizagdo da toxicidade do produto quimico estudado, fornecer
indicacdes sobre a resposta as doses administradas e permitir determinar o NOAEL (nivel sem observagio de
efeitos adversos).

DESCRICAO DO METODO
Escolha da espécie animal

Embora possa recorrer-se a outros roedores, a espécie preferida é o rato. Se os pardmetros especificados neste
método forem estudados noutra espécie de roedor, é necessdrio justifici-lo pormenorizadamente. Embora, em
termos bioldgicos, seja plausivel que outras espécies respondam aos produtos toxicos de modo semelhante ao
rato, o recurso a espécies mais pequenas pode aumentar a variabilidade, devido as dificuldades técnicas que a
dissecacdo dos érgdos mais pequenos coloca. O rato foi a tnica espécie utilizada no programa internacional de
validacdo da detecdo de desreguladores do sistema enddcrino. Devem ser utilizados animais adultos, jovens e
sauddveis 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 os casos.

Condigdes de alojamento e de alimentagdo

Todos os procedimentos devem respeitar as normas locais de manipulagdo de animais de laboratério. 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 iluminagdo deve ser artificial, com uma sequéncia de 12 horas de luz seguidas de 12 horas
de escuriddo. Na alimentacdo, podem utilizar-se dietas convencionais de laboratério e deve ser fornecida dgua de
beber sem restri¢des. 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, embora 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 alimentos fornecidos e conservar-se uma
amostra da dieta até o relatorio estar concluido.

Preparagio dos animais

Distribuem-se aleatoriamente animais adultos, jovens e sauddveis pelos grupos de controlo e pelos grupos
expostos. As gaiolas devem ser dispostas de forma a minimizar possiveis efeitos derivados do seu posiciona-
mento. Os animais devem ser identificados individualmente e permanecer nas gaiolas durante, pelo menos, cinco
dias antes do inicio do ensaio, para aclimatagdo as condigdes laboratoriais.

Preparagdo das doses

Administra-se o produto quimico em estudo por meio de uma sonda esofdgica ou através da dieta ou da dgua 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.

Se necessdrio, 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 solucdo ou suspensio aquosa; caso tal
ndo seja vidvel, pode optar-se por uma solugdo ou suspensdo num 6leo (por exemplo, em 6leo de milho); em
dltimo caso, poderd recorrer-se a uma solugdo noutro veiculo. Se o veiculo utilizado ndo for dgua, é necessério
conhecer as suas caracteristicas de toxicidade. Deve determinar-se a estabilidade do produto quimico em estudo
no veiculo utilizado.
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PROCEDIMENTO
Namero e sexo dos animais

Para cada dose, devem ser utilizados, pelo menos, 10 animais (cinco machos e cinco fémeas). Se estiver prevista
a realizagdo de eutandsias intercalares, os efetivos devem ser aumentados no nimero de animais a eutanasiar
antes da conclusdo do estudo. Deve ponderar-se a constitui¢gdo 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 exposigdo.

Dosagem

Em geral, devem ser utilizados pelo menos trés grupos de ensaio e um grupo de controlo. Porém, se, apds a
avaliacdo 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 téxicos, 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 adminis-
tradas e cuja dose mais baixa ndo produza nenhum efeito adverso observavel (NOAEL). O intervalo 6timo entre
doses consecutivas ¢ frequentemente definido por um fator de 2 a 4. A inclusdo de um quarto grupo de ensaio é
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, redugdo do peso corporal, efeitos ao nivel
hepitico, cardiaco, pulmonar ou renal, etc) ou outras alteracdes que possam ndo ser reagdes toxicas (por
exemplo, diminui¢do da quantidade de alimentos ingerida, dilatacdo hepatica, etc.), deverd interpretar-se com
cautela qualquer efeito observado ao nivel dos parametros imunolégicos, neurologicos 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 administracdo através da dieta ou da dgua de beber, de uma percentagem equivalente
administrada através desses veiculos (com base nos pesos corporais determinados) ndo produzir efeitos téxicos
observéveis e, tendo em conta dados referentes a substancias estruturalmente afins, ndo forem de prever efeitos
toxicos, pode considerar-se que ndo é necessdrio efetuar um estudo completo com trés doses. Nesses casos,
justifica-se a realizacdo de um ensaio do limite, exceto se os dados relativos a exposi¢do humana aconselharem o
ensaio de doses superiores.

Administragio 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 esofdgica deve efetuar-se numa dose tnica, utilizando um
tubo estomacal ou uma cénula de intubacdo adequada. O volume méximo 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
solugdes aquosas, que podem ser administradas na propor¢do de 2 ml/100 g de peso corporal. Para minimizar as
diferencas entre os volumes administrados, devem ser efetuados ajustes nas concentracdes, de forma que o
volume seja 0 mesmo para todas as doses; excetuam-se os ensaios de produtos quimicos irritantes ou corrosivos,
cujos efeitos sio normalmente exacerbados a concentragdes mais elevadas.

E importante assegurar que as quantidades do produto quimico em estudo administradas através da dieta ou da
dgua de beber ndo interferem na nutri¢io 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 op¢do tomada. No caso dos produtos quimicos
administrados por sonda esofdgica, a dose deve ser administrada todos os dias & mesma hora, devendo ser
ajustada sempre que necessdrio para manter uma relagdo 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 administracio 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 previsto de efeitos mais acentuados apds a administracdo do produto quimico em
estudo, registando o estado de saidde dos animais. Pelo menos duas vezes por dia, verificam-se os casos de
morbidez ou mortalidade no conjunto dos animais.
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Deve efetuar-se um exame clinico aprofundado a cada animal antes da primeira exposicdo (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
pontuacdo claramente definido pelo laboratério em causa. Deve zelar-se por que as condigdes 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 altera¢des da pele, da pelagem, dos olhos e das mucosas ¢ a
ocorréncia de secrecdes, excrecdes ou reagdes neurovegetativas (por exemplo, lacrimacdo, horripilagio, alteragdes
da dimenséo pupilar ou respira¢do anormal). Deve também registar-se qualquer alteracdo da maneira de o animal
se mover, da postura e da reagdo a manipulagﬁo, bem como a ocorréncia de movimentos clonicos ou ténicos e
de comportamentos estereotipados (por exemplo, atos de higiene repetitivos ou movimentacdo repetitiva em
circulo) ou estranhos (automutilagdo, movimentacdo para trs, etc.) (2).

Na quarta semana de exposicdo deve determinar-se a reagdo sensorial a diversos tipos de estimulos (2) (nomea-
damente auditivos, visuais e propriocetivos) (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.

Se o estudo constituir uma etapa preliminar de um estudo ulterior de toxicidade 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 sub-
crénica.

Como segunda exce¢do, também podem omitir-se os exames funcionais no caso dos grupos de animais que
apresentem sinais de toxicidade cuja intensidade interferiria de modo significativo com esses exames.

Na autdpsia, pode determinar-se (facultativamente) a fase do ciclo estral de cada fémea por meio de um esfregago
vaginal. Este exame fornece informagdes sobre a fase do ciclo estral no momento da eutandsia do animal e
facilita a avaliagdo histoldgica dos tecidos sensiveis aos estrogénios — ver as orientagdes sobre histopatologia (19).

Peso corporal e consumo de alimentos e de dgua

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 dgua de
beber, o consumo de dgua também deve medir-se pelo menos uma vez por semana.

Hematologia

No final do periodo de ensaio, devem determinar-se os seguintes pardmetros hematoldgicos: hematdcrito,
concentracdo de hemoglobina, contagem de eritrécitos, reticuldcitos, contagem total de leucécitos e férmula
leucocitdria, 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 andlises, 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 eutandsia
dos animais ou integradas nesta, ¢ as amostras devem ser armazenadas em condigdes adequadas. Os animais
devem jejuar na noite anterior a eutandsia (?).

Bioquimica clinica

Recorrendo a amostras de sangue de cada animal, colhidas imediatamente antes da eutandsia ou durante esta
(com excecio dos animais moribundos efou eutanasiados antes do termo do estudo), devem ser efetuadas
determinagdes bioquimicas clinicas destinadas a investigar os principais efeitos toxicos nos tecidos, nomeada-
mente aos niveis renal e hepdtico. Os pardmetros a determinar no plasma ou no soro sdo os seguintes: sodio,
potdssio, 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 e a glutamato-desidrogenase) e os dcidos biliares. Em determi-
nados casos, a determinacdo de outras enzimas (de origem hepdtica ou outra origem) e da bilirrubina pode
fornecer informacdes tteis.

A titulo facultativo, podem realizar-se na dltima semana do estudo as seguintes determina¢des na urina,
utilizando amostras recolhida em momentos determinados: aspeto, volume, osmolalidade ou densidade, pH,
proteinas, glucose e sangue/hematdcitos.

(") No caso de algumas determinacdes no soro e no plasma, nomeadamente da glucose, é aconselhdvel que os animais jejuem durante a

noite. O principal motivo desta recomendacdo reside no facto de que a maior variabilidade dos resultados que inevitavelmente ocorreria
se os animais ndo jejuassem poderia ocultar efeitos subtis e dificultar as interpretagdes. No entanto, por outro lado, o jejum durante a
noite pode interferir no metabolismo geral dos animais e, particularmente nos estudos realizados com administracdo pela via alimentar,
perturbar a exposi¢do didria ao produto quimico em estudo. Caso se opte pelo jejum durante a noite, as andlises 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 quimico em estudo afetem, ou se suspeite de que possam afetar, determi-
nadas vias metabélicas, devem realizar-se outras determinagdes, nomeadamente as seguintes: cdlcio, fosfatos,
triglicéridos, hormonas especificas e colinesterase. A necessidade de efetuar estas determinacdes € estabelecida
para certas classes de produtos quimicos ou é avaliada para cada caso concreto.

Embora na avaliacdo internacional dos pardmetros enddcrinos ndo tenha ficado demonstrado ser claramente
vantajoso determinar as hormonas tiroideias (T3 e T4) e a TSH, pode ser ttil 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 andlises hormonais e as concentragdes absolutas nelas
determinadas:

— momento da eutandsia, devido a variacdo das concentra¢des hormonais ao longo do dia,

— método utilizado para eutanasiar os animais sem lhes causar tensdes desnecessdrias, que poderiam afetar as
concentra¢des hormonais,

— diferencas ao nivel das curvas de calibragdo dos conjuntos (kits) para as determinagdes hormonais.

E mais fidvel recorrer a uma andlise histopatoldgica do que a determinagdo de niveis harmonias para identificar
inequivocamente os produtos quimicos com atividade na tiroide.

As amostras de plasma especificamente destinadas a determinacdes hormonais devem colher-se & mesma hora
do dia. Recomenda-se que se pondere a realizagdo das andlises da T3, da T4 e da TSH com base nas alteracdes
histopatoldgicas detetadas na tiroide. Os conjuntos (kits) existentes no comércio para determinar concentracdes
hormonais podem dar valores diferentes. Pode, portanto, ndo ser possivel estabelecer critérios de desempenho
baseados em dados histéricos homogéneos. Em alternativa, os laboratérios devem procurar manter os coefi-
cientes de variagdo para efeitos de controlo abaixo de 25, no caso dos pardmetros T3 e T4, e abaixo de 35, no
caso do pardmetro 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 hematoldgicos e de bioquimica clinica antes de iniciar a exposi¢do dos animais as doses previstas
ou — o que serd preferfvel — num conjunto de animais ndo incluidos nos grupos ensaiados.

PATOLOGIA
Autdpsia macroscopica

Deve ser realizada a todos os animais estudados uma autdpsia macroscdpica completa e pormenorizada através
do exame cuidadoso da superficie exterior do corpo, dos orificios, das cavidades craniana, tordcica e abdominal e
do contetdo de cada uma destas. Removem-se convenientemente os tecidos aderentes ao figado, aos rins, as
glandulas suprarrenais, aos testiculos, aos epididimos, ao conjunto formado pela préstata, pelas vesiculas semi-
nais e pelas glandulas coagulantes, ao timo, ao bago, ao encéfalo e ao coracdo 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 rapidamente possivel depois da dissecacdo, para evitar que seque. Ao remover os tecidos aderentes ao
complexo prostitico, hd que tomar precaucdes para ndo perfurar as vesiculas seminais, que tém liquido no
interior. Em alternativa, podem remover-se os tecidos aderentes a prostata e as vesiculas seminais e efetuar a
pesagem depois de fixar estes 6rgaos.

A titulo facultativo, podem pesar-se dois outros tecidos — para evitar que sequem, também o mais rapidamente
possivel depois da dissecagdo: os dois ovdrios (ainda hdimidos) e o dtero, incluindo o colo do dtero — o
documento TG 440 da OCDE (18) contém orientagdes sobre a dissecacdo e a preparacdo dos tecidos uterinos
para a pesagem].

A pesagem (facultativa) da tiroide deve realizar-se apds fixacdo. A remocdo dos tecidos aderentes a tiroide deve
efetuar-se com muito cuidado e também s depois da fixagdo, para evitar danificar tecidos — que, a ocorrer,
poderia comprometer a andlise histopatoldgica.

Os tecidos a seguir indicados devem conservar-se no meio de fixagdo mais adequado ao tipo de tecido e ao
exame histopatoldgico previsto (ver o ponto 47): todas as lesdes macroscopicas, o encéfalo (regides represen-
tativas, incluindo os hemisférios cerebrais, o cerebelo e a protuberdncia anelar), a medula espinal, os olhos, o
estdmago, o intestino delgado ¢ o intestino grosso (incluindo as placas de Peyer), o figado, os rins, as glandulas
suprarrenais, 0 baco, o coracdo, o timo, a tiroide, a traqueia e os pulmdes (conservados por injecdo de fixador,
seguida de imersdo), as génadas (testiculos e ovdrios), os drgdos sexuais secunddrios (dtero e colo do ttero,
epididimos, prostata + vesiculas seminais e glandulas de coagulagdo), a vagina, a bexiga urindria, os ginglios
linfiticos — o ganglio linfitico mais proximo e outro ginglio linfitico, a selecionar em funcdo da experiéncia
anterior do laboratério (15) —, um nervo periférico (cidtico ou tibial), de preferéncia na vizinhanga do musculo,
miusculo esquelético e osso com medula dssea (corte ou, em alternativa, uma puncdo recente de medula dssea).
Recomenda-se a fixagdo 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 tdnica 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 drgdos que as propriedades conhecidas do
produto quimico em estudo indiciem que serdo provavelmente afetados.
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Os seguintes tecidos podem dar indicacdes tteis sobre efeitos ao nivel do sistema enddcrino: génadas (ovdrios e
testiculos), 6rgdos sexuais secunddrios (itero, incluindo o colo do dtero, epididimos, vesiculas seminais e
glandulas de coagulacdo, bem como a prostata dorsolateral e ventral), vagina, hipdfise, glandulas mamérias
masculinas, tiroide e glandulas suprarrenais. Ndo hd documentagdo suficiente de alteragdes das glandulas ma-
mérias masculinas, mas este parametro pode ser muito sensivel as substincias com atividade estrogénica. A
observagdo dos 6rgdos 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, dd mais informagdes
sobre a dissecacdo, a fixagdo, a colheita de amostras e a histopatologia de tecidos do sistema enddcrino.

No programa de ensaios internacional obtiveram-se alguns indicios de que é possivel detetar efeitos enddcrinos
subtis de produtos quimicos capazes de afetar ligeiramente a homeostase das hormonas sexuais, ndo tanto com
base em alteragdes histopatoldgicas claras dos 6rgdos sexuais femininos, mas sim através das perturbacdes que
aqueles provocam na sincronizagdo do ciclo estral em diversos tecidos. Embora esses efeitos carecam de prova
definitiva, recomenda-se que, na interpretacdo do exame histopatoldgico dos ovirios (células foliculares, tecais e
da granulosa), do ttero, do colo do ttero e da vagina, se tenham em conta eventuais indicios de assincronias do
ciclo estral. Caso se determine o estddio do ciclo por meio de esfregacos vaginais, este dado pode ser tido em
conta como elemento comparativo suplementar.

Histopatologia

Deve efetuar-se um exame histopatoldgico completo dos 6rgdos 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 dltimo 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 macroscdpicas.

Caso se tenha constituido um grupo satélite de animais, deve efetuar-se o exame histopatoldgico 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, indi-
cando, para cada grupo estudado, o nimero de animais no inicio do ensaio, o nimero de animais que morreram
durante o ensaio ou que foram eutanasiados, a hora de cada morte ou eutandsia, 0 niimero de animais que
apresentaram sinais de toxicidade, os sinais de toxicidade observados, nomeadamente o momento do seu
aparecimento e a sua duragio 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
comparacdo 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 compilacio de dados de controlo histéricos e o célculo de
coeficientes de variacdo dos dados numéricos, especialmente no caso dos parametros relacionados com a detecio
de desreguladores do sistema enddcrino. Estes dados podem ser utilizados para fins comparativos quando da
avaliacdo 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 identificacdo.

Veiculo (se for o caso):

— justificagdo da escolha do veiculo (se ndo for dgua).
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Animais estudados:

— espécie e estirpe utilizadas,

— ntmero, 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 utilizacgdo de outra espécie.
Condicdes de realizacdo dos ensaios:

— fundamentagdo da escolha das doses,

— elementos relativos a formulagdo do produto quimico em estudofa incorporacio do mesmo na dieta dos
animais; concentracdo atingida, estabilidade e homogeneidade da preparacio,

— elementos relativos & administragdio do produto quimico em estudo,

— se aplicdvel, equivaléncia entre a concentragdo do produto quimico em estudo na dieta ou na dgua de beber,
expressa em ppm, e a dose real, expressa em mg/kg de peso corporal/dia,

— elementos sobre a qualidade dos alimentos e da dgua.

Pardametros facultativos examinados:

— lista desses parametros.

Resultados:

— pesos corporais ¢ alteracdes de peso corporal,

— consumo de alimentos e de dgua, se aplicdvel,

— respostas toxicas em funcdo do sexo e da dose administrada, incluindo sinais de toxicidade,
— natureza, intensidade e duragdo dos sinais clinicos observados (reversiveis ou irreversiveis),
— dados relativos a atividade sensorial, a forca de preensdo e a atividade motora,

— resultados das andlises hematoldgicas, acompanhados dos respetivos valores de base,

— resultados das andlises bioquimicas, acompanhados dos respetivos valores de base,

— pesos corporais no momento da eutandsia e pesos dos Orgios,

— resultados das autdpsias,

— descri¢do pormenorizada dos resultados do exame histopatoldgico,

— dados de absorcio, se disponiveis,

— tratamento estatistico dos resultados, se for o caso.

Discussdo dos resultados.

Conclusdes.
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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 a¢do 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 17£) num mamifero.

Atividade antitiroideia: capacidade de um produto quimico de suprimir a acdo de uma hormona da tiroide natural (por
exemplo, a T3) num mamifero.

Dosagem: termo geral que abrange a dose, a frequéncia desta e o tempo de aplicagio da mesma.

Dose: quantidade de produto quimico em estudo administrada. Exprime-se em peso didrio 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
concentracio constante na dieta.

Toxicidade evidente: termo geral que descreve a existéncia de sinais claros de toxicidade apds a administragio do
produto quimico em estudo. Os sinais em causa devem ser suficientes para a avaliacio 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 provével
mortalidade.

NOAEL: abreviatura de "no observed adverse effect level" ("nivel sem observacio de efeitos adversos"), que constitui a dose
méxima que ndo produz efeitos adversos observaveis da exposi¢do a mesma.

Atividade estrogénica: capacidade de um produto quimico de agir como hormona estrogénica natural (por exemplo, o
estradiol 17) num mamifero.

Produto quimico em estudo: qualquer substincia ou mistura a qual seja aplicado este método de ensaio.

Atividade tiroideia: capacidade de um produto quimico de agir como uma hormona da tiroide natural (por exemplo, a
T;) num mamifero.

Validagdo: 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

Pardmetros recomendados para a detecio de desreguladores do sistema enddcrino pelo método B.7

Pardmetros obrigatorios Parametros facultativos
Peso
— Testiculos — Ovirios
— Epididimos — Utero, incluindo o colo do ttero
— Glandulas suprarrenais — Tiroide

— Prostata + vesiculas seminais e glandulas coagulantes

Histopatologia
— Gonadas — Esfregaco vaginal
— Testiculos e — Glandulas mamdrias masculinas
— Ovirios — Hipdfise

— Orgdos sexuais secunddrios:
— Epididimos

— Prostata + vesiculas seminais e glandulas coagulan-
tes

— Utero, incluindo o colo do tero

— 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 INALACAO: ESTUDO DE 28 DIAS

RESUMO

Este método revisto visa caracterizar integralmente a toxicidade por via inalatéria do produto quimico estudado,
apds exposicdo repetida por um perfodo limitado (28 dias), e obter dados para quantificar os riscos por inalagdo.
Expdem-se durante 28 dias, seis horas por dia, grupos constituidos por dez roedores machos e dez roedores fémeas
a trés ou mais concentragdes do produto quimico em estudo (a), a ar filtrado (b, controlo negativo), efou ao veiculo
(c, controlo do veiculo). Em geral, Os animais sdo expostos durante cinco dias por semana, mas admite-se que sejam
expostos sete dias por semana. Ensaiam-se sempre machos e fémeas, mas cada sexo pode ser exposto a concen-
tragdes diferentes, se um deles for reconhecidamente mais sensivel ao produto quimico do que o outro. Este método
concede ao diretor do estudo flexibilidade suficiente para incluir grupos satélites (para apreciagdo da reversibilidade),
lavagens broncoalveolares, testes neuroldgicos e exames histopatoldgicos e de patologia clinica suplementares, a fim
de melhor caracterizar a toxicidade do produto quimico em estudo.

INTRODUCAO

1. Este método ¢ equivalente ao Test Guideline 412 (2009) da OCDE. O Test Guideline 412 (TG 412) inicial relativo
a toxicidade subaguda por inalagdo foi adotado em 1981 (1). O presente método B.8 ¢ equivalente ao método
TG 412 revisto, tendo sido atualizado para refletir o estado da ciéncia e cumprir exigéncias atuais e futuras da
regulamentagdo.

2. O método permite caracterizar os efeitos adversos resultantes da exposicdo didria por inalacdo, durante 28 dias,
ao produto quimico em estudo. Os dados gerados pelos estudos de toxicidade subaguda por inalacdo durante
28 dias podem ser utilizados para quantificar riscos (caso ndo se lhes siga um estudo de toxicidade subcrénica
por inalagdo a 90 dias — capitulo B.29 deste anexo). Os dados gerados pelo presente método também podem
ser Uteis para a escolha das concentra¢des a utilizar em estudos mais prolongados, por exemplo, o estudo da
toxicidade subcrénica por inalagio a 90 dias. O método ndo se destina especificamente ao ensaio de nanoma-
teriais. No final do capitulo e no documento de orientagdes n.° 39 (2) sdo definidos alguns conceitos utilizados
neste método.
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CONSIDERACOES INICIAIS

A fim de melhorar a qualidade do estudo e de minimizar a utilizagdo de animais, antes de realizar o estudo o
laboratério de ensaios deve ponderar todas as informagdes disponiveis sobre o produto quimico em causa. Entre
os elementos tteis para a escolha das concentracdes mais adequadas 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 utiliza¢des previstas, o potencial de exposicio humana, dados (Q)SAR — "(quantitative) structure-activity
relationships", relagdes (quantitativas) estrutura/atividade — e toxicoldgicos disponiveis sobre produtos quimicos
estruturalmente afins e dados provenientes de ensaios de toxicidade aguda por inalagdo. Se estiver prevista a
ocorréncia ou ocorrerem manifestacdes de neurotoxicidade durante o estudo, fica ao critério do diretor deste
incluir no estudo as avaliacdes suplementares que considere adequadas, tais como uma bateria de observagdes
funcionais e determinacdes da atividade motora. Embora o momento da exposi¢do possa ser um aspeto critico
em determinados exames, a realizacdo destes estudos suplementares ndo deve interferir na concegio do estudo
principal.

No caso dos produtos quimicos corrosivos ou irritantes, podem ser ensaiadas dilui¢des adequadas, a concen-
tragdes que gerem o grau de toxicidade pretendido [ver o GD 39 (2)]. Ao expor animais a produtos quimicos
com tais caracteristicas, as concentragdes visadas devem ser suficientemente baixas para ndo causarem dor ou
sofrimento intensos, sem deixarem de ser suficientes para que a curva de resposta a concentragdo abranja os
niveis correspondentes aos objetivos do ensaio, nos planos cientifico e da regulamentacdo. Estas concentragdes
devem ser adaptadas a cada caso, de preferéncia com base num estudo exploratério convenientemente conce-
bido, que forneca informacdes sobre o pardmetro critico, eventuais limiares de irritagio e o momento do
aparecimento dos efeitos (ver os pontos 11 a 13). E necessdrio justificar as concentragdes escolhidas em
cada caso.

Os animais moribundos ou que apresentem sinais 6bvios de dor ou de grande sofrimento continuado devem ser
eutanasiados. Os animais moribundos sdo equiparados aos que morrem durante o ensaio. O documento de
orientacdes da OCDE relativo aos pardmetros eticamente mensuraveis (3) define os critérios que devem presidir
a decisdo de eutanasiar animais moribundos ou em grande sofrimento, bem como orienta¢des sobre o reco-
nhecimento da morte previsivel ou iminente.

DESCRICAO DO METODO
Escolha da espécie animal

Devem ser utilizados roedores adultos, jovens e sauddveis de estirpes laboratoriais de uso corrente. A espécie

preferida é o rato. E necessdrio justificar o recurso a outras espécies.

Preparacdo dos animais

As fémeas utilizadas devem ser nuliparas e ndo podem estar grévidas. No dia da selecdo aleatéria, os animais
devem ser adultos jovens com sete a nove semanas, de peso corporal ndo desviado mais de 20 % do peso médio
correspondente a cada sexo. Os animais sdo selecionados aleatoriamente, marcados para identificacdo individual
e mantidos nas suas gaiolas durante, pelo menos, cinco dias antes do inicio do ensaio, para aclimatagdo as
condi¢des laboratoriais.

Manutengdo dos animais

E necessario identificar individualmente cada animal, se possivel com um respondedor (transponder) subcutaneo,
para facilitar as observagdes e evitar confusdes. A temperatura do biotério deve ser de 22 °C + 3 °C. O ideal serd
manter a humidade relativa entre 30 % e 70 %, embora isto possa ndo ser possivel ao utilizar dgua como
veiculo. Antes e depois das exposi¢des, os animais sdo geralmente engaiolados por sexo e por concentragdo,
mas o nimero de animais por gaiola ndo deve dificultar a clara observacdo 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 aclimatd-los aos tubos de contencdo. Estes ndo devem provocar aos animais tensdes fisicas, térmicas
ou dinimicas excessivas. A contencdo dos animais pode afetar pardmetros fisiologicos como a temperatura
corporal (hipertermia) efou o volume respirado por minuto. Caso se disponha de dados genéricos reveladores de
que nenhuma destas alteragdes ocorre em grau aprecidvel, ndo serd necessdria a adaptagdo prévia aos tubos de
contengdo. 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 exposi¢do, podem utilizar-se dietas convencionais certificadas de laboratério, com
fornecimento ilimitado de dgua potdvel da rede publica. A iluminagdo deve ser artificial, com uma sequéncia
de 12 horas de luz seguidas de 12 horas de escuriddo.

Camaras de inalacio

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 0 modo de exposi¢do unicamente nasal, termo que abrange as exposicdes
"unicamente da cabega", "unicamente do nariz" e "unicamente do focinho". A exposi¢do unicamente nasal é
geralmente preferida no estudo de acerosséis de liquidos ou de sélidos, ou de vapores que possam condensar-se e
formar aerossois. Para determinados objetivos do estudo, poderd ser melhor recorrer a0 modo de exposicdo de
corpo inteiro, mas serd necessario justificd-lo no relatério. Para garantir estabilidade atmosférica nas camaras de
corpo inteiro, o volume de todos os animais presentes em cada cimara nio deve exceder 5% do volume da
camara. O documento GD 39 (2) descreve os principios, vantagens e desvantagens das técnicas de exposicdo
unicamente nasal e de corpo inteiro.
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ESTUDOS DA TOXICIDADE
Concentragdes-limite

Contrariamente aos estudos de toxicidade aguda, nos estudos de toxicidade subaguda por inalacdo a 28 dias nio
estd definida nenhuma concentracio-limite. Na escolha da concentragdo mdxima a ensaiar, deve ter-se em conta
a concentragdo méxima atingivel, o nivel de exposi¢do humana mais desfavoravel, a necessidade de manter um
fornecimento adequado de oxigénio efou consideracdes de bem-estar animal. Se os dados disponiveis ndo
permitirem estabelecer limites, podem utilizar-se os valores-limite de exposi¢do aguda fixados no Regulamento
(CE) n.° 12722008 (13) — concentracdo maxima até 5 mg/l para aerossois, 20 mg/l para vapores e 20 000 ppm
para gases; ver igualmente o GD 39 (2). Se for necessrio exceder estes limites ao ensaiar gases ou produtos
quimicos muito voldteis (por exemplo, refrigerantes), havera que justificd-lo. A concentragio-limite deve induzir
efeitos toxicos inequivocos sem gerar tensdes desnecessdrias nos animais nem afetar a longevidade dos mesmos

03).

Estudo exploratério

Antes de iniciar o estudo principal, pode ser necessario realizar um estudo exploratério. Um estudo exploratério
com as caracteristicas aqui definidas é mais completo do que um estudo preliminar, por nio se limitar a escolha
das concentragdes. O éxito do estudo principal pode depender dos conhecimentos adquiridos num estudo
exploratério. Este pode, por exemplo, fornecer informagdes técnicas sobre métodos de anilise, granulometria,
mecanismos de toxicidade, dados histopatoldgicos e de patologia clinica e estimativas do nivel sem observagdo
de efeitos adversos (NOAEL) e da concentragdo maxima tolerada no estudo principal. Fica ao critério do diretor
do estudo recorrer a um estudo exploratorio para determinar o limite minimo de irritacio do aparelho
respiratério (por exemplo, por meio de uma histopatologia do aparelho respiratorio, de testes da fungdo
pulmonar ou de uma lavagem broncoalveolar), a concentracio maxima que os animais toleram sem tensdes
excessivas e os parametros que melhor caracterizam a toxicidade do produto quimico em estudo.

O estudo exploratério pode abranger uma ou mais concentragdes. A cada concentracdo, expdem-se, no
méximo, trés machos e trés fémeas. A duracdo deste estudo varia entrecinco dias, no minimo, e geralmente
nio mais de 14 dias. £ necessdrio justificar no relatério as concentragdes escolhidas para o estudo principal. O
objetivo deste dltimo é demonstrar a existéncia de uma relagdo entre a concentragdo e a resposta obtida para o
pardmetro previsivelmente mais sensivel. Idealmente, a concentragdo mais baixa deve ser a concentragdo sem
efeitos adversos observdveis e a concentragdo mais alta deve induzir efeitos toxicos inequivocos, sem gerar
tensdes desnecessdrias nos animais nem afetar a longevidade dos mesmos (3).

Ao escolher os niveis de concentracdo para o estudo exploratdrio, devem ponderar-se todas as informacdes
disponiveis, incluindo relacdes estrutura-atividade e dados relativos a produtos quimicos semelhantes (ver o
ponto 3). O estudo exploratério pode confirmar ou refutar a escolha dos pardmetros mais sensiveis segundo
critérios mecanisticos, por exemplo, a inibicdo da colinesterase por organofosfatos, a formacdo de meta-hemo-
globina por agentes eritrocitotxicos, as hormonas tiroideias (T3 e T,), no caso dos agentes tirotdxicos,
proteinas, a LDH, ou a presenca de neutréfilos na lavagem broncoalveolar, no caso de particulas indcuas
fracamente soltveis ou de aerosséis irritantes dos pulmdes.

Estudo principal

Um estudo principal de toxicidade subaguda compreende geralmente trés niveis de concentracdo, bem como,
em paralelo, os controlos negativo (do ar) efou do veiculo (ver o ponto 17). Para facilitar a selecdo dos niveis de
exposicdo, devem ser utilizados todos os dados disponiveis, nomeadamente resultados de estudos de toxicidade
sistémica, metabdlicos e cinéticos (deve ter-se especial cuidado em evitar niveis de concentracio elevados que
saturem os processos cinéticos). Cada grupo de ensaio compreende, pelo menos, a exposicio de dez roedores
(cinco machos e cinco fémeas) ao produto quimico em estudo, durante seis horas por dia e cinco dias por
semana, ao longo de quatro semanas (a duragdo total do estudo é de 28 dias). Os animais também podem ser
expostos sete dias por semana (por exemplo, ao ensaiar produtos farmacéuticos inalados). Se um dos sexos for
reconhecidamente mais sensivel ao produto quimico em estudo, pode expor-se cada sexo a concentracdes
diferentes das utilizadas para o outro, a fim de otimizar a resposta a concentracio como se refere no ponto
15. Se espécies que ndo o rato forem sujeitas a exposicdo unicamente nasal, pode ajustar-se a duracdo maxima
da exposi¢do para minimizar a tensdo gerada na espécie em causa. Se a duragdo da exposicdo for inferior a seis
horas por dia ou se for necessdrio realizar um estudo de exposi¢do de longa duragdo (por exemplo, 22 horas
por dia) de corpo inteiro [ver o GD 39 (2)], serd necessdrio justifici-lo. Durante o periodo de exposigdo, a
alimentagdo deve ser suspensa, exceto se a exposi¢do exceder seis horas. Durante as exposicdes de corpo inteiro
pode continuar a fornecer-se dgua.

As concentragdes visadas escolhidas devem permitir identificar o(s) 6rgao(s)-alvo e evidenciar uma relacio clara
entre a concentragdo e a resposta obtida:

— o nivel de concentragdo mais elevado deve gerar efeitos tdxicos, mas ndo causar sintomas deletérios nem
mortalidade, que impediriam a interpretagdo dos resultados,

— o espagamento do nivel ou niveis de concentragdo intermédios deve permitir uma gradagdo dos efeitos
toxicos entre os correspondentes aos das concentragdes mais baixa e mais elevada,

— o nivel de concentracio mais baixo ndo deve ter efeitos téxicos ou, se os tiver, estes devem ser reduzidos.



L 81/46

Jornal Oficial da Unido Europeia

19.3.2014

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Estudo em grupos satélites (para apreciacio da reversibilidade)

Pode recorrer-se a um estudo satélite para observar a reversibilidade, a persisténcia ou o aparecimento diferido
de efeitos toxicos durante um periodo adequado, ndo inferior a 14 dias, apds o termo da exposi¢do. Compdem
os grupos satélites cinco machos e cinco fémeas, que sdo expostos a0 mesmo tempo que os animais ensaiados
no estudo principal. Os animais dos grupos satélites sio expostos a concentragdo mais elevada do produto
quimico em estudo e devem ser complementados pelos grupos necessdrios de controlo do ar efou do veiculo
em paralelo (ver o ponto 17).

Animais de controlo

Os animais de controlo negativo (do ar) em paralelo devem ser tratados do mesmo modo que os animais dos
grupos que participam no ensaio principal, exceto que sdo expostos a ar filtrado em vez de ao produto quimico
em estudo. Se for utilizada dgua ou outra substincia para gerar a atmosfera ensaiada, deve incluir-se no estudo,
em vez do grupo de controlo negativo (do ar), um grupo de controlo do veiculo. Sempre que possivel, o veiculo
utilizado deve ser dgua. Se assim for, os animais de controlo sdo expostos a ar com a mesma humidade relativa
que o ar utilizado para os grupos expostos ao produto quimico em estudo. A escolha do veiculo mais adequado
deve basear-se em dados histéricos ou num estudo prévio convenientemente realizado. Se ndo se conhecer bem
a toxicidade do veiculo, fica ao critério do diretor do estudo utilizar em simultdneo um controlo negativo (do
ar) e um controlo do veiculo, embora se desaconselhe fortemente este procedimento. Se os dados histéricos
revelarem que o veiculo ndo € tdxico, ndo haverd necessidade de um grupo de controlo negativo (do ar) e
apenas deve utilizar-se um controlo do veiculo. Se um estudo prévio de um produto quimico incorporado num
determinado veiculo ndo revelar toxicidade, conclui-se que o veiculo em causa ndo é toxico & concentra¢do
ensaiada, devendo utilizar-se esse controlo do veiculo.

CONDICOES DE EXPOSICAO
Administrag¢do das concentracdes

Os animais sdo expostos ao produto quimico em estudo sob a forma de gds, vapor, aerossol ou de uma mistura
destes. O estado fisico a ensaiar depende das propriedades fisico-quimicas do produto quimico em estudo, da
concentracdo escolhida efou da forma fisica cuja probabilidade de presenca durante a manipulacdo e utilizacdo
do mesmo seja maior. Os produtos quimicos higroscépicos ou quimicamente reativos devem ser ensaiados em
atmosfera seca. Devem tomar-se precaucdes para evitar concentragdes que possam provocar explosdes. As
matérias em particulas podem ser sujeitas a processos mecdnicos para reduzir a granulometria. Para mais
orientacdes, consultar o documento GD 39 (2).

Distribuicdo granulométrica

Os aerossois e os vapores que possam condensar-se em aerossis devem ser objeto de andlise granulométrica.
Para que todas as zonas pertinentes do aparelho respiratério sejam expostas, recomenda-se a utilizacdo de
aerossois com didmetro aerodindmico mediano da massa (MMAD) compreendido entre 1 pm e 3 pm e desvio-
-padrdo geométrico (o,) compreendido entre 1,5 ¢ 3,0 (4). Deve fazer-se o razoavelmente possivel para respeitar
estas condicdes, sendo necessdrio um parecer especializado caso isso ndo se consiga. Por exemplo, as particulas
dos fumos metdlicos podem ser mais pequenas do que o limite inferior indicado, ao passo que as particulas
carregadas e as fibras podem exceder o limite superior.

Incorporagio do produto quimico em estudo num veiculo

Idealmente, o produto quimico em estudo deve ser ensaiado sem que tenha sido incorporado num veiculo. Se
for necessdrio utilizar um veiculo para obter a concentragdo e a granulometria adequadas do produto quimico
em causa, deve preferir-se a dgua. Se o produto quimico for dissolvido num veiculo, serd necessdrio comprovar
que se mantém estavel.

MONITORIZACAO DAS CONDICOES DE EXPOSICAO
Caudal de ar nas cimaras

Durante cada exposigdo, é necessario regular cuidadosamente, monitorizar continuamente e registar pelo menos
de hora a hora o caudal de ar através de cada cimara. A monitorizagdo em tempo real da concentragio (ou
estabilidade no tempo) da atmosfera em estudo constitui uma medida permanente de todos os parametros
dindmicos e um meio indireto de regular os que tém importincia para a inalacdo. Se a concentracdo for
monitorizada em tempo real, pode reduzir-se a frequéncia da medi¢do do caudal de ar a apenas uma medigdo
didria por exposicdo. E necessdrio ter especial cuidado em evitar reinalagdes nas cimaras de exposigio unica-
mente nasal. A concentra¢do de oxigénio ndo deve ser inferior a 19 % e a concentra¢do de di6xido de carbono
ndo deve exceder 1 %. Se houver razdes para crer que estas concentracdes ndo sio respeitadas, é necessrio
medi-las. Se as medicdes efetuadas no primeiro dia de exposi¢do mostrarem que as concentragdes destes gases
estdo aos niveis corretos, ndo ¢ necessario voltar a medi-las.

Temperatura e humidade relativa nas cimaras

Deve manter-se a temperatura nas cdmaras a 22 °C + 3 °C. Tanto no caso das exposicdes unicamente nasais
como das exposi¢des do corpo inteiro, € necessdrio monitorizar continuamente a humidade relativa na zona de
respiragio dos animais e, se possivel, registd-la de hora a hora durante cada exposigio. E preferivel 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 mensurdvel (devido a interferéncias do produto quimico em estudo com o método de
ensaio).
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Concentragio nominal do produto quimico em estudo

Sempre que possivel, deve calcular-se e registar-se a concentragdo nominal na cdmara de exposicdo. Esta ¢ dada
pela divisdo da massa gerada do produto quimico em estudo pelo volume de ar total que circulou pelo sistema
da camara de inalacdo. A concentragdo nominal ndo é utilizada para caracterizar a exposi¢do dos animais, mas a
sua comparagdo com a concentracdo real dd uma indicagio da eficicia de geragdo do sistema de ensaio,
podendo ser utilizada para detetar problemas a esse nivel.

Concentragio real do produto quimico em estudo

Entende-se por "concentragdo real do produto quimico em estudo”, a concentragio do produto quimico nas
amostras colhidas na zona de respiracio dos animais da cdmara de inalacdo. As concentra¢des reais podem
determinar-se por métodos especificos (por exemplo, amostragem direta ou métodos de adsor¢do ou de reagdo
quimica e posterior caracterizagdo analitica) ou por métodos inespecificos, tais como gravimetria apés filtragdo.
O método gravimétrico s6 € aceitdvel para aerosséis de pds com um tnico componente ou de liquidos pouco
volateis e deve apoiar-se em caracterizagdes adequadas especificas do produto quimico em causa efetuadas antes
da realizacdo do estudo. A concentracdo de acrossois de pds com vérios componentes também pode determi-
nar-se por gravimetria. Todavia, sdo necessarios para isso dados analiticos que demonstrem que a composi¢do
do produto transportado no aerossol é semelhante a do produto inicial. Se ndo se dispuser desses dados, pode
ser necessrio reanalisar periodicamente o produto quimico em estudo (idealmente no aerossol) durante o
ensaio. No caso dos agentes aerossolizados que possam evaporar-se ou sublimar, é necessirio demonstrar
que todas as fases sio recolhidas pelo método escolhido.

Deve utilizar-se, se possivel, apenas um lote do produto quimico em estudo durante os ensaios e a amostra em
estudo deve ser conservada em condigdes 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 tecnica-
mente vidvel, a sua identidade e as quantidades dos contaminantes e impurezas nele identificados. Para o efeito,
pode recorrer-se, entre outros, aos seguintes dados: tempos de retencdo e dreas relativas de picos, pesos
moleculares obtidos por espetrometria de massa ou cromatografia em fase gasosa ou outras estimativas. Embora
a identidade da amostra a estudar ndo seja da responsabilidade do laboratério, pode ser aconselhdvel que este
confirme, pelo menos, alguns aspetos da caracterizagio efetuada pelo cliente (cor, natureza fisica, etc.).

Deve manter-se a atmosfera de exposi¢do tdo constante quanto possivel. Para demonstrar a estabilidade das
condi¢des de exposicdo, pode utilizar-se um dispositivo de monitorizagio em tempo real, tal como um
fotémetro de aerossdis, para esses casos, ou, para vapores, um analisador de hidrocarbonetos totais. Deve
medir-se a concentracdo real na cidmara pelo menos trés vezes por nivel de exposicdo, em cada dia de
exposicdo. Se isso ndo for vidvel, por limitagdes relacionadas com o caudal de ar ou devido a concentracdes
baixas, aceita-se uma amostra por periodo de exposi¢do. Idealmente, essa amostra deve entdo ser colhida ao
longo de todo o periodo de exposi¢do. A concentra¢do na cdmara correspondente a uma determinada amostra
ndo deve desviar-se da concentragdo média na cdmara mais de 10 %, no caso de gases e vapores, nem mais de
20 %, no caso de acrossois de liquidos ou de sdlidos. Deve calcular-se e indicar-se no relatério o tempo
necessdrio para a camara atingir o equilibrio (tg5). A duracdo da exposi¢do corresponde ao tempo de geragdo
do produto quimico em estudo, incluido o tempo necessario para a camara atingir o equilibrio (tqs) e para o
decaimento da concentragdo. O documento GD 39 (2) contém orienta¢des para a estimativa do tgs.

No caso de misturas muito complexas de gases ou vapores e de aerosséis (por exemplo, atmosferas de
combustdo e produtos quimicos gerados por produtos ou dispositivos finais especificos), o comportamento
de cada fase na cdmara de inalagdo pode ser diferente. Por esse motivo, deve escolher-se em cada fase (gds ou
vapor e aerossol) pelo menos uma substancia indicadora (substancia analisada), normalmente a principal subs-
tancia ativa da mistura. Se o produto quimico em estudo for uma mistura, deve indicar-se no relatério a
concentracdo analitica correspondente & mistura e ndo apenas a concentragdo correspondente ao ingrediente
ativo ou a substincia indicadora (substincia analisada) em causa. O documento GD 39 (2) contém mais
informacdes sobre as concentragdes reais.

Distribuicio granulométrica do produto quimico em estudo

Deve determinar-se a distribui¢do granulométrica dos aerossoéis pelo menos semanalmente por nivel de concen-
tragdo, recorrendo a um impactor de cascata ou a outro instrumento, tal como um granulémetro aerodinimico.
Se for possivel demonstrar a equivaléncia dos resultados obtidos pelo impactor de cascata e pelo instrumento
alternativo, pode utilizar-se este dltimo em todo o estudo.

Em paralelo ao instrumento primdrio, deve utilizar-se um segundo dispositivo, tal como um filtro gravimétrico
ou um borbulhador de gasfimpactor impinger, para confirmar a eficiéncia de captagdo do primeiro. As concen-
tragdes madssicas obtidas por andlise granulométrica e por andlise com filtros ndo devem diferir entre si mais do
que valores razodveis [ver o GD 39 (2)]. Se for possivel demonstrar esta equivaléncia, a todas as concentragdes
ensaiadas, no inicio do estudo, ndo é necessirio efetuar mais medi¢des de confirmacio. Por razdes de bem-estar
animal, devem tomar-se medidas para minimizar dados inconclusivos que possam obrigar a repeti¢do do estudo.

E necessdrio efetuar uma andlise granulométrica no caso dos vapores que possam condensar-se para formar
aeross6is ou se forem detetadas particulas numa atmosfera de vapores suscetivel de formar fases mistas.
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EXAMES

Os animais devem ser examinados clinicamente antes, durante e depois do periodo de exposi¢do. Consoante a
resposta dos animais durante a exposicdo, pode ser conveniente aumentar a frequéncia dos exames. Se for dificil
examinar os animais devido aos tubos de contencdo utilizados, a reduzida iluminagio das cdmaras de corpo
inteiro ou a opacidade da atmosfera, deve-se examind-los cuidadosamente depois da exposi¢do. Os exames
realizados antes da exposicdo do dia seguinte podem apreciar a eventual reversibilidade ou intensificagdo dos
efeitos toxicos.

Todos os exames devem ser registados, mantendo registos individuais para cada animal. Se forem eutanasiados
animais ou forem encontrados animais 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 respiratério, do sistema circulatério, do sistema nervoso, da
atividade somatomotora e do comportamento. Deve estar-se atento a tremores, convulsdes, salivagio, diarreia,
letargia, sono e coma. A medicdo da temperatura retal pode corroborar uma bradipneia reflexa ou uma
hipo/hipertermia relacionadas com a exposi¢gdo ou com o confinamento. Entre as avaliacdes suplementares
que podem incluir-se no protocolo de estudo contam-se as de parametros cinéticos ou ao nivel da biomoni-
torizacdo, da fun¢do pulmonar, da reten¢do de matérias fracamente soldveis acumuladas no tecido pulmonar e
de alteracdes comportamentais.

PESO CORPORAL

Regista-se o peso de cada animal pouco antes da primeira exposi¢io (dia 0) e, em seguida, duas vezes por
semana (por exemplo, as sextas-feiras e as segundas-feiras, para verificar a recuperagdo durante o fim de semana
sem exposi¢do, ou intervaladas de modo a possibilitar a avaliacio da toxicidade sistémica), bem como no
momento da morte ou da eutandsia. Se ndo se registarem efeitos nas duas primeiras semanas, durante o resto
do estudo podem medir-se os pesos corporais apenas uma vez por semana. Os animais que integram os
(eventuais) grupos satélites (para apreciagdo da reversibilidade) devem continuar a ser pesados semanalmente
durante o periodo de recuperagdo. No termo do estudo, pesa-se cada animal pouco antes de ser eutanasiado,
para ndo falsear o célculo da relagdo entre o peso de cada érgdo e o peso corporal.

CONSUMO DE ALIMENTOS E DE AGUA

Mede-se semanalmente o consumo de alimentos, podendo também medir-se o consumo de dgua.

PATOLOGIA CLINICA

Efetua-se uma avaliagdo de patologia clinica a todos os animais depois de eutanasiados, incluindo os dos grupos
de controlo e dos grupos satélites (para apreciagdo da reversibilidade). Regista-se o lapso de tempo entre o
termo da exposi¢do e a colheita de sangue, em especial quando a reconstitui¢do do parametro visado é rdpida.
Recomenda-se que, apds o termo da exposi¢do, sejam colhidas amostras para andlise dos pardmetros com
tempo de meia-vida plasmatico curto — por exemplo, a carboxi-hemoglobina (COHDb), a colinesterase (CHE), e a
meta-hemoglobina (MetHb).

Sdo enumerados no quadro 1 os parametros de patologia clinica normalmente exigidos nos estudos toxicol6-
gicos. A andlise da urina ndo é exigida por rotina, mas pode efetuar-se quando a toxicidade prevista ou
observada o aconselharem. Fica ao critério do diretor do estudo decidir avaliar outros parametros, para melhor
caracterizacio da toxicidade do produto quimico (por exemplo, colinesterase, lipidos, hormonas, equilibrio
4cido-base, meta-hemoglobina ou corpos de Heinz, creatinina-cinase, relacio mieloide/eritroide, troponinas,
gases no sangue arterial, lactato-desidrogenase, sorbitol-desidrogenase, glutamato-desidrogenase e gama-gluta-
mil-transpeptidase).

Quadro 1

Parametros cldssicos de patologia clinica

Hematologia
Contagem de eritrocitos Contagem total de leucdcitos
Hematocrito Férmula leucocitdria
Concentragdo de hemoglobina Contagem de plaquetas
Hemoglobina corpuscular média Potencial de coagulacio (escolher um):
Volume corpuscular médio — tempo de protrombina
Concentragdo de hemoglobina corpuscular média — tempo de coagulacio
Reticulécitos — tempo de tromboplastina parcial
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38.

39.

40.

Quimica clinica

Glucose (¥)

Colesterol total

Alanina-aminotransferase

Aspartato-aminotransferase

Triglicéridos Fosfatase alcalina
Azoto ureico no sangue Potéssio
Bilirrubina total Sédio

Creatinina Célcio

Proteinas totais Fosforo
Albumina Cloretos
Globulina

Anélise da urina (facultativa)

Aspeto (cor e turvacio) Proteinas totais
Volume Glucose
Densidade ou osmolalidade Sangue/células sanguineas

pH

(*) Dado que um periodo longo de jejum pode distorcer as determinacdes da glucose dos animais expostos relativamente aos
animais dos grupos de controlo, fica ao critério do diretor do estudo fazer ou ndo os animais jejuar. Se a op¢do for por um
periodo de jejum, este deve ser adaptado a espécie — no caso do rato, pode ser de 16 horas (jejum noturno). Pode
determinar-se a glucose em jejum apés jejum noturno durante a dltima semana de exposicdo ou apds jejum noturno antes
da autdpsia (neste caso, juntamente com todos os outros parametros de patologia clinica).

Se houver indicios de que a zona principal de deposicdo e retengdo sdo as vias respiratdrias inferiores (isto €, os
alvéolos), a lavagem broncoalveolar pode ser a técnica mais adequada para efetuar uma andlise quantitativa de
pardmetros que hipoteticamente permitam avaliar a relacdo entre a dose e os efeitos por esta induzidos, com
especial incidéncia para alveolites, inflamagdes pulmonares e fosfolipidose. Este processo permite estudar con-
venientemente os efeitos nos alvéolos das doses aplicadas e a evolugdo das lesdes alveolares dai resultantes.
Podem determinar-se no fluido da lavagem broncoalveolar a contagem total de leucdcitos, a férmula leucoci-
tdria, as proteinas totais e a lactato-desidrogenase. Outros pardmetros eventualmente a ponderar sio os indi-
cativos de alteracdes lisossomicas, fosfolipidose e fibrose, bem como de irritagdes e reacdes inflamatorias
alérgicas, que podem compreender a determinacio de citocinas ou quimiocinas pré-inflamatdrias. As determi-
nagdes no fluido proveniente da lavagem broncoalveolar complementam muitas vezes os exames histopatol6-
gicos, mas ndo os substituem. O documento GD 39 (2) contém orientagdes sobre a realizacdo da lavagem
pulmonar.

MACROPATOLOGIA E PESO DO ORGAOS

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 completamente sangrados (se possivel) e sujeitos
a uma autépsia macroscépica. Deve registar-se o lapso de tempo entre o termo da dltima exposicdo de cada
animal e o0 momento em que o animal é eutanasiado. Se ndo for possivel realizar a autépsia imediatamente
depois de detetada a morte do animal, este deve ser refrigerado (ndo congelado) a uma temperatura suficien-
temente baixa para minimizar a autélise. As autOpsias devem ser efetuadas o mais rapidamente possivel,
normalmente ndo mais de um ou dois dias apds a morte. Registam-se todas as alteragdes patoldgicas macros-
copicas de cada animal, prestando especial atencdo as alteragdes do aparelho respiratdrio.

Enumeram-se no quadro 2 os 6rgdos e tecidos a conservar num meio adequado, durante a autépsia macros-
cpica, para os exames histopatoldgicos. A preservagdo dos 6rgdos e tecidos indicados entre parénteses retos e
de quaisquer outros ndo indicados fica ao critério do diretor do estudo. Os érgdos indicados a negrito devem
ser separados dos tecidos aderentes e pesados ainda himidos o mais rapidamente possivel depois da dissecacdo,
para evitar que sequem. A tiroide e os epididimos s6 devem pesar-se se for necessirio, porque os instrumentos
utilizados para separar os tecidos aderentes podem comprometer a avaliagdo histopatoldgica. Logo depois da
autopsia, fixam-se os tecidos e 6rgdos em formalina a 10 % tamponada ou com outro fixador adequado. A
remocdo dos tecidos aderentes s6 deve realizar-se 24 a 48 horas depois, consoante o fixador utilizado.
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Quadro 2

Orgidos e tecidos a conservar durante a autépsia macroscopica

Glandulas suprarrenais Vesiculas seminais

Medula éssea (efou uma pungio recente) Medula espinal (cervical, mediotoracica e lombar)

Encéfalo (incluindo seccdes dos hemisférios cere- Bago
brais, do cerebelo ¢ da medula/protuberancia anelar)

[Olhos (retina, nervo 6tico) e palpebras] Estomago
Coragio Testiculos
Rins Timo

Laringe (seccdo em trés niveis, um dos quais com- | Tiroide
preendendo a base da epiglote)

Traqueia (secgdo pelo menos em dois niveis, incluindo
uma sec¢do longitudinal na carina e uma secgdo trans-
versal)

Figado

Pulmdes (sec¢do de cada lobo a um sé nivel, in-
cluindo os bronquios principais)

[Bexiga urindria]
Ganglios linfiticos da regido hilar dos pulmdes, es-
pecialmente no caso de produtos quimicos pouco | Utero
soltiveis que se apresentem sob a forma de particu-
las. Para exames efou estudos mais aprofundados de
cariz imunolégico, podem conservar-se outros gin-
glios linfiticos, nomeadamente os das regides me-
diastinal, cervical/submandibular efou auricular.

Todas as lesdes macroscépicas

Tecidos nasofaringeos (seccdo pelo menos em quatro
niveis, um dos quais compreendendo o canal naso-
faringeo e os tecidos linfiticos associados a mucosa
nasal — "nasal associated lymphoid tissue", NALT).
Esofago

[Bolbo olfativo]

Ovarios

Os pulmdes sdo removidos intactos, pesados e instila-se-lhes um fixador adequado, a pressio de 20 a 30 cm de
coluna de dgua, para conservar a estrutura pulmonar (5). Secciona-se cada lobo a um s6 nivel (incluindo os
bronquios principais); caso se proceda a lavagem pulmonar, secciona-se o lobo ndo lavado em trés niveis (ndo
sequenciais).

Sdo examinados pelo menos quatro niveis dos tecidos nasofaringeos, um dos quais deve compreender o canal
nasofaringeo (5)(6)(7)(8)(9), para possibilitar um exame adequado do epitélio escamoso, de transi¢do (respira-
tério nio ciliado), respiratdrio (respiratorio ciliado) e olfativo, assim como o tecido linfitico adjacente — NALT
(10)(11). Sdo examinados e trés niveis da laringe, um dos quais deve incluir a base da epiglote (12). Sdo
examinados pelo menos dois niveis da traqueia, incluindo uma seccdo longitudinal na carina da bifurcagdo que
dd origem aos bronquios extrapulmonares e uma secgdo transversal.

HISTOPATOLOGIA

Deve efetuar-se uma avaliagdo histopatoldgica dos 6érgdos e tecidos indicados no quadro 2 a cada animal do
grupo com a concentragio mais elevada e dos grupos de controlo, bem como aos animais que morrerem ou
forem eutanasiados durante o estudo. Deve prestar-se especial atengdo ao aparelho respiratdrio, aos érgaos-alvo
e as lesdes macroscopicas. Os oOrgdos e tecidos que apresentem lesdes nos animais do grupo com a concen-
tragdo mais elevada devem ser examinados em todos os grupos. Fica ao critério do diretor do estudo efetuar
avaliagdes histopatoldgicas a outros grupos, para evidenciar uma resposta clara a concentracdo. Caso se tenha
constituido um grupo satélite de animais (para apreciacdo da reversibilidade), deve efetuar-se o exame histopa-
toldgico dos tecidos e drgdos que tenham revelado alteragdes nos animais dos outros grupos expostos. Se o
niimero de mortes prematuras ou outros problemas no grupo com a concentragdo mais clevada for excessivo, a
ponto de comprometer a significancia dos dados, efetua-se um exame histopatoldgico dos animais expostos ao
nivel de concentracdo imediatamente inferior. Deve procurar-se estabelecer correlagdes entre as observagdes
macroscopicas e os resultados dos exames microscopicos.
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44,

45.

DADOS E RELATORIOS
Dados

Devem ser apresentados dados por animal relativos a peso corporal, consumo alimentar, patologias clinicas,
macropatologias, peso dos 6rgdos e histopatologias. Devem ser resumidos os resultados dos exames clinicos
num quadro, indicando, para cada grupo estudado, o nimero de animais utilizados, o niimero de animais que
apresentaram sinais especificos de toxicidade, o niimero de animais que morreram durante o ensaio ou que
foram eutanasiados e 0 momento da morte de cada animal, complementados por uma descri¢do dos efeitos
toxicos e da evolugdo e reversibilidade destes, bem como pelos resultados das autdpsias. Os resultados, quan-
titativos ou outros, devem ser avaliados por um método estatistico adequado. Os métodos estatisticos devem ser
escolhidos no planeamento do estudo, podendo sé-lo qualquer método estatistico corrente adequado.

Relatério dos ensaios

Elementos a constar, quando pertinente, do relatério dos ensaios:
Animais estudados e condigdes em que sdo mantidos

— descri¢do das condigdes de engaiolamento, nomeadamente: niimero (ou alteracdo do ndmero) de animais
por gaiola, camas, temperatura ¢ humidade relativa ambientes, fotoperiodo e dieta,

— espécie e estirpe utilizadas e, caso ndo sejam utilizados ratos, justificacio da utilizagdo de outra espécie.
Podem apresentar-se dados origindrios da proveniéncia dos animais ou dados histéricos, desde que corres-
pondentes a animais sujeitos as mesmas condi¢des de exposi¢do, alojamento e jejum,

— numero, idade e sexo,
— método de aleatorizagio,

— descricdo de eventuais condicionamentos anteriores ao ensaio, nomeadamente ao nivel da dieta, de quaren-
tenas e do tratamento de doencas.

Produto quimico em estudo

— natureza fisica, grau de pureza e propriedades fisico-quimicas pertinentes (incluindo a isomerizagdo),

— dados de identificacdo e, se for conhecido, niimero de registo CAS (Chemical Abstract Service).

Veiculo

— justificagdo da utilizagdo e da escolha do veiculo (se ndo for dgua),

— dados histéricos ou paralelos demonstrativos de que o veiculo ndo interfere nos resultados do estudo.
Cdmaras de inalagio

— descricdo pormenorizada — incluindo o volume e um esquema — das cdmaras de inalagdo,

— origem e descri¢do do equipamento utilizado na exposicdo dos animais e na geracdo da atmosfera,

— equipamento de medicdo da temperatura, humidade, granulometria e concentragio real,

— fonte de ar e sistema de climatizacdo utilizado,

— métodos utilizados para calibrar o equipamento a fim de garantir a homogeneidade da atmosfera ensaiada,
— subpressdo ou sobrepressio,

— pontos de exposicdo por camara (de exposicdo unicamente nasal); localizacdo dos animais na cimara
(camara de exposi¢do de corpo inteiro),
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— estabilidade da atmosfera utilizada nos ensaios,

— localizacdo nas cdmaras dos sensores térmicos e higrométricos e dos pontos de colheita de amostras da
atmosfera ensaiada,

— tratamento do ar fornecido/evacuado,

— 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 cimara (cdmara de exposicdo de corpo inteiro),

— tempo necessdrio para as camaras de inalacdo atingirem o equilibrio (t95),
— ntimero hordrio de substitui¢des de volume,

— medidores (se existirem).

Elementos relativos a exposicdo

— fundamentagdo da escolha da concentragio visada no estudo principal,

— concentragdes nominais (dadas pela divisio da massa do produto quimico em estudo introduzido na cimara
de inalagdo pelo volume de ar total que nela circulou),

— concentragdes reais do produto quimico em estudo obtidas na zona de respiragdo dos animais; no caso das
misturas que geram formas fisicas heterogéneas (gases, vapores, aerossois), pode analisar-se separadamente
cada uma delas,

— as concentragdes no ar devem indicar-se em unidades de massa (mgfl, mg/m’, etc.) e ndo de volume (ppm,
ppb, etc.),

— distribui¢do granulométrica, didmetro aerodinimico mediano da massa (MMAD) e desvio-padrdo geométrico
(o), incluindo os métodos de cdlculo correspondentes; indicar também o resultado de cada andlise granu-
lométrica efetuada.

Condicdes de realizagio dos ensaios

— elementos sobre a preparagdo do produto quimico estudado, nomeadamente sobre eventuais métodos de
reducdo da granulometria de sélidos ou de preparagdo de solu¢des do produto quimico,

— descricdo (de preferéncia complementada por um esquema) do equipamento utilizado para gerar a atmosfera
dos ensaios e para expor os animais a essa atmosfera,

— elementos relativos ao equipamento de monitorizagdo da temperatura, humidade e caudal de ar nas camaras
(curvas de calibracdo),

— elementos relativos ao equipamento utilizado para colher as amostras para determinagdo da granulometria e
da concentracao nas camaras,

— elementos sobre o método de andlise quimica utilizado e sobre a validagio desse método (incluindo o
rendimento da recuperacdo do produto quimico em estudo do meio amostrado),

— método utilizado para distribuir aleatoriamente os animais pelos grupos ensaiados e pelos grupos de
controlo,

— elementos sobre a qualidade dos alimentos e da dgua (incluindo o tipo de dieta e a origem desta, bem como
a origem da dgua),

— fundamentagio da escolha das concentragdes utilizadas nos ensaios.
Resultados
— quadro com a temperatura, a humidade e o caudal de ar nas camaras,

— quadro com as concentra¢gdes nominais e reais nas camaras,
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— quadro com os dados granulométricos, nomeadamente dados analiticos sobre a colheita de amostras, a

distribuicdo granulométrica e os cdlculos de MMAD e Oy

— uadro com os dados de resposta e as concentragdes correspondentes a cada animal (animais que apresen-
taram sinais de toxicidade, incluindo mortalidade, e natureza, intensidade, momento do aparecimento e
duracdo dos efeitos),

— quadro com os pesos de cada animal,

— quadro dos consumos alimentares,

— quadro dos dados de patologia clinica,

— resultados da autdpsia e resultados histopatoldgicos correspondentes a cada animal, se disponiveis,
— quadros dos restantes parametros medidos.

Discussdo e interpretagdo dos resultados

— deve ser dada especial atengdo a descri¢do dos métodos utilizados para satisfazer os critérios deste método
de ensaio, nomeadamente no que respeita a concentragio-limite e a granulometria,

— examinar em que medida, com base nos resultados globais, as particulas sdo respirdveis, em especial se os
critérios granulométricos ndo forem satisfeitos,

— a apreciagdo global do estudo deve incidir igualmente na coeréncia dos métodos utilizados para determinar
as concentra¢des nominal e real e deve dar conta da relagdo entre estas concentracdes,

— referir a causa provavel da morte ¢ 0 modo de agdo predominante (sistémico ou local),

— explicar por que razdo terd sido necessdrio eutanasiar animais que apresentavam sinais de dor ou de grande
sofrimento continuado com base nos critérios do documento de orientagdes da OCDE relativo aos pardme-
tros eticamente mensuraveis (3),

— identificar o(s) érgdo(s)-alvo,

— determinar o NOAEL e o LOAEL (nivel minimo com observacio de efeitos adversos).
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Apéndice 1
DEFINICAO
Produto quimico em estudo: qualquer substincia ou mistura a qual seja aplicado este método de ensaio.»
5) Os capitulos B.29 e B.30 sdo substituidos pelos seguintes textos:

«B.29. TOXICIDADE SUBCRONICA POR INALACAO: ESTUDO DE 90 DIAS

RESUMO

Este método B.29 revisto visa caracterizar integralmente a toxicidade por via inalatéria do produto quimico estudado,
ap6s um periodo de duracio subcrénica (90 dias), e obter dados sélidos para quantificar os riscos por inalagdo.
Expdem-se durante 90 dias (13 semanas), seis horas por dia, grupos constituidos por dez roedores machos e dez
roedores fémeas a trés ou mais concentragdes do produto quimico em estudo (a), a ar filtrado (b, controlo negativo),
efou ao veiculo (¢, controlo do veiculo). Em geral, Os animais sdo expostos durante cinco dias por semana, mas
admite-se que sejam expostos sete dias por semana. Ensaiam-se sempre machos e fémeas, mas cada sexo pode ser
exposto a concentracdes diferentes, se um deles for reconhecidamente mais sensivel ao produto quimico do que o
outro. Este método concede ao diretor do estudo flexibilidade suficiente para incluir grupos satélites (para apreciacio
da reversibilidade), eutandsias intercalares, lavagens broncoalveolares, testes neuroldgicos e exames histopatoldgicos e
de patologia clinica suplementares, a fim de melhor caracterizar a toxicidade do produto quimico em estudo.

INTRODUCAO

Este método é equivalente ao Test Guideline 413 (2009) da OCDE. O Test Guideline 413 (TG 413) inicial relativo a
toxicidade subcrénica por inalagdo foi adotado em 1981 (1). O presente método B.29 é equivalente a0 método
TG 413 revisto (2009), tendo sido atualizado para refletir o estado da ciéncia e cumprir exigéncias atuais e
futuras da regulamentagio.

Os estudos de toxicidade subcrénica por inalagdo destinam-se principalmente a aferir das concentragdes que a
regulamentacdo deve prever para a avaliagio dos riscos a que os trabalhadores estio sujeitos no local de
trabalho. Sdo igualmente utilizados para avaliar os riscos de exposicdo humana nos locais de habitagdo, asso-
ciados aos meios de transporte e no ambiente. O método permite caracterizar os efeitos adversos resultantes da
exposi¢do didria por inalagdo, durante 90 dias (cerca de 10 % do tempo de vida do rato), ao produto quimico em
estudo. Os dados provenientes dos estudos de toxicidade subcrénica por inalagio podem utilizar-se para
quantificar riscos e para selecionar as concentracdes a utilizar em estudos de toxicidade crénica. O presente
método ndo se destina especificamente ao ensaio de nanomateriais. No final do capitulo e no documento de
orientagdes n.° 39 (2) definem-se alguns conceitos utilizados neste método.

CONSIDERACOES INICIAIS

A fim de melhorar a qualidade do estudo e de minimizar a utilizacdo a animais, antes de realizar o estudo o
laboratério de ensaios deve ponderar todas as informacdes disponiveis sobre o produto quimico em causa. Entre
os elementos tteis para a escolha das concentracdes mais adequadas 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 exposi¢do humana, dados (Q)SAR — "(quantitative) structure-activity
relationships"”, relagdes (quantitativas) estrutura/atividade — e toxicoldgicos disponiveis sobre produtos quimicos
estruturalmente afins e dados provenientes de outros estudos de exposicdo repetida. Se estiver prevista a
ocorréncia ou ocorrerem manifestacdes de neurotoxicidade durante o estudo, fica ao critério do diretor deste
incluir no estudo as avaliagdes suplementares que considere adequadas, tais como uma bateria de observacdes
funcionais e determinacdes da atividade motora. Embora o momento da exposicdo possa ser um aspeto critico
em determinados exames, a realizacio destes estudos suplementares ndo deve interferir na concecio do estudo
principal.

No caso dos produtos quimicos corrosivos ou irritantes, podem ensaiar-se diluicdes adequadas, a concentragdes
que gerem o grau de toxicidade pretendido. Para mais informagdes, ver o documento de orientagdes n.° 39 (2).
Ao expor animais a produtos quimicos com tais caracteristicas, as concentragdes visadas devem ser suficiente-
mente baixas para ndo causarem dor ou sofrimento intensos, sem deixarem de ser suficientes para que a curva
de resposta a concentragdo abranja os niveis correspondentes aos objetivos do ensaio, nos planos cientifico e da
regulamentagdo. Estas concentracdes devem ser adaptadas a cada caso, de preferéncia com base num estudo
exploratdrio convenientemente concebido, que forneca informagdes sobre o pardmetro critico, eventuais limiares
de irritagio e o momento do aparecimento dos efeitos (ver os pontos 11 a 13). £ necessdrio justificar as
concentragdes escolhidas em cada caso.

Os animais moribundos ou que apresentem sinais 6bvios de dor ou de grande sofrimento continuado devem ser
eutanasiados. Os animais moribundos sdo equiparados aos que morrem durante o ensaio. O documento de
orientacdes da OCDE relativo aos parametros eticamente mensurdveis (3) define os critérios que devem presidir a
decisdo de eutanasiar animais moribundos ou em grande sofrimento, bem como orientacdes sobre o reconhe-
cimento da morte previsivel ou iminente.
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DESCRICAO DO METODO
Escolha da espécie animal

Devem ser utilizados roedores adultos, jovens e sauddveis de estirpes laboratoriais de uso corrente. A espécie

preferida é o rato. E necessdrio justificar o recurso a outras espécies.

Preparagio dos animais

As fémeas utilizadas devem ser nuliparas e ndo podem estar grdvidas. No dia da selecdo aleatéria, os animais
devem ser adultos jovens com sete a nove semanas, de peso corporal ndo desviado mais de 20 % do peso médio
correspondente a cada sexo. Selecionam-se os animais aleatoriamente, marcam-se para identificagdo individual e
mantém-se nas suas gaiolas durante, pelo menos, cinco dias antes do inicio do ensaio, para aclimatacdo as
condi¢des laboratoriais.

Manutengdo dos animais

E necessario identificar individualmente cada animal, de preferéncia com um respondedor (transponder) subcu-
taneo, para facilitar as observacdes e evitar confusdes. A temperatura do biotério deve ser de 22 °C +3°C. O
ideal serd manter a humidade relativa entre 30 % e 70 %, embora isto possa ndo ser possivel ao utilizar dgua
como veiculo. Antes e depois das exposi¢des, os animais sdo geralmente engaiolados por sexo e por concen-
tragdo, mas o ndmero de animais por gaiola ndo deve dificultar a clara observacio de cada animal e deve
minimizar as perdas devidas a lutas ou canibalismo. Quando se opta pela exposicdo unicamente nasal dos
animais, pode ser necessdrio aclimatd-los aos tubos de contengdo. Estes ndo devem provocar aos animais tensoes
fisicas, térmicas ou dindmicas excessivas. A contencdo dos animais pode afetar parametros fisioldgicos como a
temperatura corporal (hipertermia) e/ou o volume respirado por minuto. Caso se disponha de dados genéricos
reveladores de que nenhuma destas alteracdes ocorre em grau aprecidvel, ndo serd necessdria a adaptacdo prévia
aos tubos de contengdo. Os animais cujo corpo seja exposto na totalidade a um aerossol devem permanecer em
gaiolas individuais durante a exposigdo, para evitar que o aerossol seja filtrado pela pelagem dos que com eles
coabitem. Exceto nos periodos de exposi¢do, podem utilizar-se dietas convencionais certificadas de laboratério,
com fornecimento ilimitado de dgua potdvel da rede publica. A iluminacdo deve ser artificial, com uma
sequéncia de 12 horas de luz seguidas de 12 horas de escuridio.

Camaras de inalagdo

Ao escolher-se a cdmara de inalagdo, deve ter-se em conta a natureza do produto quimico em estudo e o
objetivo do ensaio. Privilegia-se o modo de exposicio unicamente nasal, termo que abrange as exposi¢des
"unicamente da cabeca", "unicamente do nariz" e "unicamente do focinho". A exposicdo unicamente nasal é
geralmente preferida no estudo de aerossdis de liquidos ou de sdlidos, ou de vapores que possam condensar-se e
formar aerosséis. Para determinados objetivos do estudo, poderd ser melhor recorrer a0 modo de exposi¢do de
corpo inteiro, mas serd necessario justificd-lo no relatério. Para garantir estabilidade atmosférica nas camaras de
corpo inteiro, o volume de todos os animais presentes em cada camara ndo deve exceder 5% do volume da
camara. O documento GD 39 (2) descreve os principios, vantagens e desvantagens das técnicas de exposigdo
unicamente nasal e de corpo inteiro.

ESTUDOS DA TOXICIDADE
Concentragdes-limite

Contrariamente aos estudos de toxicidade aguda, nos estudos de toxicidade subcrénica por inalagdo ndo estd
definida nenhuma concentragdo-limite. Na escolha da concentragdo médxima a ensaiar, deve ter-se em conta a
concentragdo mdaxima atingivel, o nivel de exposi¢do humana mais desfavoravel, a necessidade de manter um
fornecimento adequado de oxigénio efou consideragdes de bem-estar animal. Se os dados disponiveis nio
permitirem estabelecer limites, podem utilizar-se os valores-limite de exposi¢do aguda fixados no Regulamento
(CE) n.°1272/2008 (13) — concentracio mdxima até 5 mg/l para aerossbis, 20 mg/l para vapores e
20 000 ppm para gases; ver igualmente o GD 39 (2). Se for necessario exceder estes limites ao ensaiar gases
ou produtos quimicos muito volateis (por exemplo, refrigerantes), haverd que justificd-lo. A concentracio-limite
deve induzir efeitos téxicos inequivocos sem gerar tensdes desnecessdrias nos animais nem afetar a longevidade
dos mesmos (3).

Estudo exploratério

Antes de iniciar o estudo principal, é geralmente necessdrio realizar um estudo exploratério. Um estudo
exploratério com as caracteristicas aqui definidas é mais completo do que um estudo preliminar, por ndo se
limitar & escolha das concentragdes. O éxito do estudo principal pode depender dos conhecimentos adquiridos
num estudo exploratério. Este pode, por exemplo, fornecer informagdes técnicas sobre métodos de andlise,
granulometria, mecanismos de toxicidade, dados histopatoldgicos e de patologia clinica e estimativas do nivel
sem observacdo de efeitos adversos (NOAEL) e da concentracio mdxima tolerada no estudo principal. Fica ao
critério do diretor do estudo recorrer a um estudo exploratério para determinar o limite minimo de irritacio do
aparelho respiratério (por exemplo, por meio de uma histopatologia do aparelho respiratério, de testes da fung¢do
pulmonar ou de uma lavagem broncoalveolar), a concentragio méxima que os animais toleram sem tensdes
excessivas e os pardmetros que melhor caracterizam a toxicidade do produto quimico em estudo.
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O estudo exploratério pode abranger uma ou mais concentragdes. Consoante os parametros escolhidos, devem
expor-se a cada concentracdo trés a seis machos e trés a seis fémeas. A duracdo deste estudo varia entre cinco
dias, no minimo, e geralmente ndo mais de 28 dias. £ necessario justificar no relatério as concentragdes
escolhidas para o estudo principal. O objetivo deste Gltimo é demonstrar a existéncia de uma relacdo entre a
concentracdo e a resposta obtida para o pardmetro previsivelmente mais sensivel. Idealmente, a concentracio
mais baixa deve ser a concentracdo sem efeitos adversos observdveis e a concentracdo mais alta deve induzir
efeitos toxicos inequivocos, sem gerar tensdes desnecessdrias nos animais nem afetar a longevidade dos
mesmos (3).

Ao escolher os niveis de concentragdo para o estudo exploratério, devem ponderar-se todas as informacdes
disponiveis, incluindo relagdes estrutura-atividade e dados relativos a produtos quimicos semelhantes (ver o
ponto 3). O estudo exploratério pode confirmar ou refutar a escolha dos pardmetros mais sensiveis segundo
critérios mecanisticos, por exemplo, a inibicdo da colinesterase por organofosfatos, a formacdo de meta-hemo-
globina por agentes eritrocitotdxicos, as hormonas tiroideias (T e T,), no caso dos agentes tirotdxicos, proteinas,
a LDH, ou a presenga de neutréfilos na lavagem broncoalveolar, no caso de particulas indcuas fracamente
soltveis ou de aerossdis irritantes dos pulmdes.

Estudo principal

Um estudo principal de toxicidade subcrénica compreende geralmente trés niveis de concentragdo, bem como,
em paralelo, os controlos negativo (do ar) efou do veiculo (ver o ponto 18). Para facilitar a selecdo dos niveis de
exposicdo, devem ser utilizados todos os dados disponiveis, nomeadamente resultados de estudos de toxicidade
sistémica, metabdlicos e cinéticos (deve ter-se especial cuidado em evitar niveis de concentracio elevados que
saturem os processos cinéticos). Cada grupo de ensaio compreende a exposicdo de dez roedores machos e dez
roedores fémeas ao produto quimico em estudo, durante seis horas por dia e cinco dias por semana, ao longo de
treze semanas (a duragdo total do estudo ¢, pelo menos, de 90 dias). Os animais também podem ser expostos
sete dias por semana (por exemplo, ao ensaiar produtos farmacéuticos inalados). Se um dos sexos for reco-
nhecidamente mais sensivel ao produto quimico em estudo, pode expor-se cada sexo a concentragdes diferentes
das utilizadas para o outro, a fim de otimizar a resposta a concentragdo como se refere no ponto 15. Se espécies
que ndo o rato forem sujeitas a exposi¢do unicamente nasal, pode ajustar-se a duragdo mdxima da exposi¢io
para minimizar a tensdo gerada na espécie em causa. Se a duragdo da exposicdo for inferior a seis horas por dia
ou se for necessario realizar um estudo de exposi¢do de longa duragdo (por exemplo, 22 horas por dia) de corpo
inteiro [ver o GD 39 (2)], serd necessdrio justificd-lo. Durante o periodo de exposicdo, a alimentacdo deve ser
suspensa, exceto se a exposicdo exceder seis horas. Durante as exposi¢des de corpo inteiro pode continuar a
fornecer-se dgua.

As concentracdes visadas escolhidas devem permitir identificar o(s) 6rgdo(s)-alvo e evidenciar uma relagdo clara
entre a concentracdo e a resposta obtida:

— o nivel de concentragdo mais elevado deve gerar efeitos toxicos, mas ndo causar sintomas deletérios nem
mortalidade, que impediriam a interpretagdo dos resultados,

— o espagamento do nivel ou niveis de concentracdo intermédios deve permitir uma gradagdo dos efeitos
toxicos entre os correspondentes aos das concentragdes mais baixa e mais elevada,

— o nivel de concentracio mais baixo ndo deve ter efeitos toxicos ou, se os tiver, estes devem ser reduzidos.

Eutandsias intercalares

Caso esteja prevista no estudo a realizagio de eutandsias intercalares, os efetivos expostos a cada nivel de
concentracdo devem ser aumentados no nimero de animais a eutanasiar antes da conclusio do estudo. E
necessario fundamentar a realizacdo de eutandsias intercalares e as andlises estatisticas devem té-las devidamente
em conta.

Estudo de grupos satélites (para apreciagio da reversibilidade)

Pode recorrer-se a um estudo satélite para observar a reversibilidade, a persisténcia ou o aparecimento diferido de
efeitos toxicos durante um periodo adequado, ndo inferior a 14 dias, apds o termo da exposi¢io. Compdem
estes grupos dez machos e dez fémeas, que sdo expostos a0 mesmo tempo que os animais ensaiados no estudo
principal. Os animais dos grupos satélites sdo expostos a concentragdo mais elevada do produto quimico em
estudo e devem ser complementados pelos grupos necessarios de controlo do ar e/ou do veiculo em paralelo (ver
o ponto 18).

Animais de controlo

Os animais de controlo negativo (do ar) em paralelo devem ser tratados do mesmo modo que os animais dos
grupos que participam no ensaio principal, exceto que sdo expostos a ar filtrado em vez de ao produto quimico
em estudo. Se for utilizada dgua ou outra substancia para gerar a atmosfera ensaiada, deve incluir-se no estudo,
em vez do grupo de controlo negativo (do ar), um grupo de controlo do veiculo. Sempre que possivel, o veiculo
utilizado deve ser dgua. Se assim for, os animais sdo expostos a controlo a ar com a mesma humidade relativa
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que o ar utilizado para os grupos expostos ao produto quimico em estudo. A escolha do veiculo mais adequado
deve basear-se em dados histéricos ou num estudo prévio convenientemente realizado. Se ndo se conhecer bem
a toxicidade do veiculo, fica ao critério do diretor do estudo utilizar em simultdneo um controlo negativo (do ar)
e um controlo do veiculo, embora se desaconselhe fortemente este procedimento. Se os dados histéricos
revelarem que o veiculo ndo ¢ toxico, ndo haverd necessidade de um grupo de controlo negativo (do ar) e
apenas deve utilizar-se um controlo do veiculo. Se um estudo prévio de um produto quimico incorporado num
determinado veiculo ndo revelar toxicidade, conclui-se que o veiculo em causa ndo é tdéxico a concentra¢do
ensaiada, devendo utilizar-se esse controlo do veiculo.

CONDICOES DE EXPOSICAO
Administragdo das concentracdes

Os animais s3o expostos ao produto quimico em estudo sob a forma de gés, vapor, aerossol ou de uma mistura
destes. O estado fisico a ensaiar depende das propriedades fisico-quimicas do produto quimico em estudo, das
concentragdes escolhidas efou da forma fisica cuja probabilidade de presenca durante a manipulagio e utilizacdo
do mesmo seja maior. Os produtos quimicos higroscopicos ou quimicamente reativos devem ser ensaiados em
atmosfera seca. Devem tomar-se precaugdes para evitar concentragdes que possam provocar explosdes. As
matérias em particulas podem ser sujeitas a processos mecanicos para reduzir a granulometria. Para mais
orientacdes, consultar o documento GD 39 (2).

Distribui¢io granulométrica

Os aerosso6is ¢ 0s vapores que possam condensar-se em aerosséis devem ser objeto de andlise granulométrica.
Para que todas as zonas pertinentes do aparelho respiratério sejam expostas, recomenda-se a utilizacdo de
aeross6is com didmetro aerodindmico mediano da massa (MMAD) compreendido entre 1 pm e 3 pm e des-
vio-padrdo geométrico (o,) compreendido entre 1,5 e 3,0 (4). Deve fazer-se o razoavelmente possivel para
respeitar estas condi¢des, sendo necessdrio um parecer especializado caso isso ndo se consiga. Por exemplo,
as particulas dos fumos metélicos sdo mais pequenas do que o limite inferior indicado, ao passo que as particulas
carregadas e as fibras podem exceder o limite superior.

Incorporacio do produto quimico em estudo num veiculo

Idealmente, o produto quimico em estudo deve ser ensaiado sem que tenha sido incorporado num veiculo. Se
for necessdrio utilizar um veiculo para obter a concentracio e a granulometria adequadas do produto quimico
em causa, deve preferir-se a dgua. Se o produto quimico for dissolvido num veiculo, serd necessdrio comprovar
que se mantém estavel.

MONITORIZACAO DAS CONDICOES DE EXPOSICAO
Caudal de ar nas cimaras

Durante cada exposi¢do, é necessdrio regular cuidadosamente, monitorizar continuamente e registar pelo menos
de hora a hora o caudal de ar através de cada cimara. A monitorizacdo em tempo real da concentracio (ou
estabilidade no tempo) da atmosfera em estudo constitui uma medida permanente de todos os parimetros
dinamicos e um meio indireto de regular os que tém importancia para a inalagdo. Se a concentracdo for
monitorizada em tempo real, pode reduzir-se a frequéncia da medicdo do caudal de ar a apenas uma medicdo
didria por exposi¢io. E necessdrio ter especial cuidado em evitar reinalagdes nas camaras de exposicio unica-
mente nasal. A concentragdo de oxigénio ndo deve ser inferior a 19 % e a concentra¢do de diéxido de carbono
ndo deve exceder 1 %. Se houver razdes para crer que estas concentragdes ndo sio respeitadas, é necessirio
medi-las. Se as medigdes efetuadas no primeiro dia de exposicio mostrarem que as concentragdes destes gases
estdo aos niveis corretos, ndo é necessario voltar a medi-las.

Temperatura e humidade relativa nas cAmaras

Deve manter-se a temperatura nas cdmaras a 22 °C = 3 °C. Tanto no caso das exposi¢des unicamente nasais
como das exposigdes do corpo inteiro, é necessdrio monitorizar continuamente a humidade relativa na zona de
respiragio dos animais e, se possivel, registd-la de hora a hora durante cada exposicio. £ preferivel 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 mensurdvel (devido a interferéncias do produto quimico em estudo com o método de
ensaio).

Concentragio nominal do produto quimico em estudo

Sempre que possivel, deve calcular-se e registar-se a concentra¢do nominal na cdmara de exposicdo. Esta é dada
pela divisio da massa gerada do produto quimico em estudo pelo volume de ar total que circulou pelo sistema
da cdmara de inalagdo. A concentragio nominal ndo € utilizada para caracterizar a exposi¢do dos animais, mas a
sua comparagdo com a concentragdo real dd uma indicagdo da eficicia de geragdo do sistema de ensaio, podendo
ser utilizada para detetar problemas a esse nivel.
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Concentragdo real do produto quimico em estudo

Entende-se por "concentra¢do real do produto quimico em estudo”, a concentra¢io do produto quimico nas
amostras colhidas na zona de respiracdo dos animais da camara de inalacdo. As concentragdes reais podem
determinar-se por métodos especificos (por exemplo, amostragem direta ou métodos de adsorgdo ou de reacio
quimica e posterior caracterizagdo analitica) ou por métodos inespecificos, tais como gravimetria apds filtracdo.
O método gravimétrico s6 é aceitdvel para aerossois de pés com um tnico componente ou de liquidos pouco
volateis e deve apoiar-se em caracterizacdes adequadas especificas do produto quimico em causa efetuadas antes
da realizacdo do estudo. A concentracio de aerossdis de pds com vérios componentes também pode determinar-
-se por gravimetria. Todavia, sio necessdrios para isso dados analiticos que demonstrem que a composi¢io do
produto transportado no aerossol é semelhante a do produto inicial. Se ndo se dispuser desses dados, pode ser
necessdrio reanalisar periodicamente o produto quimico em estudo (idealmente no aerossol) durante o ensaio.
No caso dos agentes aerossolizados que possam evaporar-se ou sublimar, é necessrio demonstrar que todas as
fases sdo recolhidas pelo método escolhido.

Deve utilizar-se, se possivel, apenas um lote do produto quimico em estudo durante os ensaios ¢ 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 tecnica-
mente vidvel, a sua identidade e as quantidades dos contaminantes e impurezas nele identificados. Para o efeito,
pode recorrer-se, entre outros, aos seguintes dados: tempos de retengdo e dreas relativas de picos, pesos
moleculares obtidos por espetrometria de massa ou cromatografia em fase gasosa ou outras estimativas. Embora
a identidade da amostra a estudar ndo seja da responsabilidade do laboratério, pode ser aconselhdvel que este
confirme, pelo menos, alguns aspetos da caracterizacdo efetuada pelo cliente (cor, natureza fisica, etc.).

Deve manter-se a atmosfera de exposi¢do tdo constante quanto possivel. Para demonstrar a estabilidade das
condigdes de exposicdo, pode utilizar-se um dispositivo de monitorizagio em tempo real, tal como um fotéme-
tro de aerossois, para esses casos, ou, para vapores, um analisador de hidrocarbonetos totais. Deve medir-se a
concentracdo real na cdmara pelo menos trés vezes por nivel de exposi¢do, em cada dia de exposicdo. Se isso
ndo for vidvel, por limita¢des relacionadas com o caudal de ar ou devido a concentragdes baixas, aceita-se uma
amostra por periodo de exposigdo. Idealmente, essa amostra deve entdo ser colhida ao longo de todo o periodo
de exposicdo. A concentragdo na camara correspondente a uma determinada amostra ndo deve desviar-se da
concentracdo média na cAmara mais de 10 %, no caso de gases e vapores, nem mais de 20 %, no caso de
aerossois de liquidos ou de solidos. Deve calcular-se e indicar-se no relatrio o tempo necessirio para a camara
atingir o equilibrio (tgs). A duracdo da exposi¢do corresponde ao tempo de geracdo do produto quimico em
estudo, incluido o tempo necessdrio para a camara atingir o equilibrio (tgs) ¢ para o decaimento da concen-
tragdo. O documento GD 39 (2) contém orientacdes para a estimativa do tgs.

No caso de misturas muito complexas de gases ou vapores e de aerossdis (por exemplo, atmosferas de
combustdo e produtos quimicos gerados por produtos ou dispositivos finais especificos), o comportamento
de cada fase na cdmara de inalagdo pode ser diferente. Por esse motivo, deve escolher-se em cada fase (gds ou
vapor e aerossol) pelo menos uma substancia indicadora (substancia analisada), normalmente o principal in-
grediente ativo da mistura. Se o produto quimico em estudo for uma mistura, deve indicar-se no relatério a
concentracdo analitica correspondente @ mistura e ndo apenas a concentragdo correspondente ao ingrediente
ativo ou a substancia indicadora (substancia analisada) em causa. O documento GD 39 (2) contém mais
informacdes sobre as concentracdes reais.

Distribuicio granulométrica do produto quimico em estudo

Deve determinar-se a distribuicio granulométrica dos aerosséis pelo menos semanalmente por nivel de concen-
tracdo, recorrendo a um impactor de cascata ou a outro instrumento, tal como um granulémetro aerodinamico.
Se for possivel demonstrar a equivaléncia dos resultados obtidos pelo impactor de cascata e pelo instrumento
alternativo, pode utilizar-se este dltimo em todo o estudo.

Em paralelo ao instrumento primdrio, deve utilizar-se um segundo dispositivo, tal como um filtro gravimétrico
ou um borbulhador de gds/impactor impinger, para confirmar a eficiéncia de captagdo do primeiro. As concen-
tragdes mdssicas obtidas por andlise granulométrica e por andlise com filtros ndo devem diferir entre si mais do
que valores razodveis [ver o GD 39 (2)]. Se for possivel demonstrar esta equivaléncia, a todas as concentragdes
ensaiadas, no inicio do estudo, ndo é necessirio efetuar mais medicdes de confirmacdo. Por razdes de bem-estar
animal, devem tomar-se medidas para minimizar dados inconclusivos que possam obrigar a repeti¢io do estudo.

E necessdrio efetuar uma andlise granulométrica no caso dos vapores que possam condensar-se para formar
aerossois ou se forem detetadas particulas numa atmosfera de vapores suscetivel de formar fases mistas.
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EXAMES

32. Os animais devem ser examinados clinicamente antes, durante e depois do periodo de exposi¢do. Consoante a
resposta dos animais durante a exposi¢do, pode ser conveniente aumentar a frequéncia dos exames. Se for dificil
examinar os animais devido aos tubos de conten¢do utilizados, a reduzida iluminagdo das camaras de corpo
inteiro ou a opacidade da atmosfera, deve-se examind-los cuidadosamente depois da exposicdo. Os exames
realizados antes da exposi¢do do dia seguinte podem apreciar a eventual reversibilidade ou intensificacio dos
efeitos toxicos.

33. Todos os exames devem ser registados, mantendo registos individuais para cada animal. Se forem eutanasiados
animais ou forem encontrados animais mortos, deve registar-se 0 momento da morte com a maior exatiddo
possivel.

34. Os exames a efetuar aos animais engaiolados devem incidir, nomeadamente, nas alteracdes da pele e da pelagem,
dos olhos e das mucosas, do aparelho respiratdrio, do sistema circulatério, do sistema nervoso, da atividade
somatomotora e do comportamento. Deve estar-se atento a tremores, convulsoes, salivagéo, 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. Entre as avaliagdes suplementares que podem incluir-se
no protocolo de estudo contam-se as de pardmetros cinéticos ou ao nivel da biomonitorizacdo, da funcio
pulmonar, da reten¢do de matérias fracamente soltveis acumuladas no tecido pulmonar e de alteracdes com-
portamentais.

PESO CORPORAL

35. Regista-se 0 peso de cada animal pouco antes da primeira exposi¢io (dia 0) e, em seguida, duas vezes por
semana (por exemplo, as sextas-feiras e as segundas-feiras, para verificar a recuperacio durante o fim de semana
sem exposi¢do, ou intervaladas de modo a possibilitar a avaliagdo da toxicidade sistémica), bem como no
momento da morte ou da eutandsia. Se ndo se registarem efeitos nas quatro primeiras semanas, durante o
resto do estudo podem medir-se os pesos corporais apenas uma vez por semana. Os animais que integram os
(eventuais) grupos satélites (para apreciacdo da reversibilidade) devem continuar a ser pesados semanalmente
durante o perfodo de recuperacdo. No termo do estudo, pesa-se cada animal pouco antes de ser eutanasiado,
para ndo falsear o cdlculo da relagdo entre o peso de cada 6rgdo e o peso corporal.

CONSUMO DE ALIMENTOS E DE AGUA

36. Mede-se semanalmente o consumo de alimentos, podendo também medir-se o consumo de dgua.

PATOLOGIA CLINICA

37. Efetua-se uma avaliacdo de patologia clinica a todos os animais depois de eutanasiados, incluindo os dos grupos
de controlo e dos grupos satélites (para apreciacio da reversibilidade). Regista-se o lapso de tempo entre o termo
da exposi¢do e a colheita de sangue, em especial quando a reconstitui¢io do pardmetro visado ¢ rdpida.
Recomenda-se que, ap6s o termo da exposi¢do, se colham amostras para andlise dos pardmetros com tempo
de meia-vida plasmatico curto — por exemplo, a carboxi-hemoglobina (COHb), a colinesterase (CHE), e a meta-
-hemoglobina (MetHb).

38. Enumera-se no quadro 1 os pardmetros de patologia clinica normalmente exigidos nos estudos toxicoldgicos. A
andlise da urina ndo ¢é exigida por rotina, mas pode efetuar-se quando a toxicidade prevista ou observada o
aconselharem. Fica ao critério do diretor do estudo decidir avaliar outros pardmetros, para melhor caracteriza¢o
da toxicidade do produto quimico (por exemplo, colinesterase, lipidos, hormonas, equilibrio dcido-base, meta-
-hemoglobina ou corpos de Heinz, creatinina-cinase, relagdo mieloide/eritroide, troponinas, gases no sangue
arterial, lactato-desidrogenase, sorbitol-desidrogenase, glutamato-desidrogenase e gama-glutamil-transpeptidase).

Quadro 1

Pardmetros cldssicos de patologia clinica

Hematologia
Contagem de eritrdcitos Contagem total de leucdcitos
Hematdcrito Férmula leucocitdria
Concentragdo de hemoglobina Contagem de plaquetas
Hemoglobina corpuscular média Potencial de coagulacio (escolher um):
Volume corpuscular médio — tempo de protrombina
Concentragdo de hemoglobina corpuscular média — tempo de coagulacio
Reticulécitos — tempo de tromboplastina parcial
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39.

40.

41.

42.

Quimica clinica

Glucose (*) Alanina-aminotransferase
Colesterol total Aspartato-aminotransferase
Triglicéridos Fosfatase alcalina

Azoto ureico no sangue Potéssio

Bilirrubina total Sédio

Creatinina Ciélcio

Proteinas totais Fésforo

Albumina Cloretos

Globulina

Anélise da urina (facultativa)

Aspeto (cor e turvagio) Proteinas totais

Volume Glucose

Densidade ou osmolalidade Sangue/células sanguineas
pH

(*) Dado que um periodo longo de jejum pode distorcer as determinacdes da glucose dos animais expostos relativamente aos
animais dos grupos de controlo, fica ao critério do diretor do estudo fazer ou ndo os animais jejuar. Se a op¢do for por um
periodo de jejum, este deve ser adaptado a espécie — no caso do rato, pode ser de 16 horas (jejum noturno). Pode
determinar-se a glucose em jejum apés jejum noturno durante a dltima semana de exposicdo ou apés jejum noturno antes
da autépsia (neste caso, juntamente com todos os outros pardmetros de patologia clinica).

Se houver indicios de que a zona principal de deposicdo e retencdo sdo as vias respiratérias inferiores (isto é, os
alvéolos), a lavagem broncoalveolar pode ser a técnica mais adequada para efetuar uma anélise quantitativa de
pardmetros que hipoteticamente permitam avaliar a relagdo entre a dose e os efeitos por esta induzidos, com
especial incidéncia para alveolites, inflamagdes pulmonares e fosfolipidose. Este processo permite estudar con-
venientemente os efeitos nos alvéolos das doses aplicadas e a evolucdo das lesdes alveolares dai resultantes.
Podem determinar-se no fluido da lavagem broncoalveolar a contagem total de leucdcitos, a formula leucocitdria,
as proteinas totais e a lactato-desidrogenase. Outros parametros eventualmente a ponderar sdo os indicativos de
alteragdes lisossomicas, fosfolipidose, fibrose, bem como de irritagdes e reacdes inflamatérias alérgicas, que
podem compreender a determinacdo de citocinas ou quimiocinas pré-inflamatérias. As determinagdes no fluido
proveniente da lavagem broncoalveolar complementam muitas vezes os exames histopatoldgicos, mas nio os
substituem. O documento GD 39 (2) contém orientacdes sobre a realizagdo da lavagem pulmonar.

EXAME OFTALMOLOGICO

Recorrendo a um oftalmoscépio ou a dispositivo equivalente, efetua-se um exame oftalmolégico do fundo do
olho, dos meios refrativos, da iris e da conjuntiva de cada animal antes de administrar o produto quimico em
estudo e, no termo do estudo, aos animais do grupo com a concentragdo mais elevada e dos grupos de controlo.
Caso sejam detetadas alteracdes oculares, devem examinar-se os animais dos outros grupos, incluindo o grupo
satélite (para apreciacdo da reversibilidade).

MACROPATOLOGIA E PESO DO ORGAOS

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 completamente sangrados (se possivel) e sujeitos
a uma autdpsia macroscopica. Deve registar-se o lapso de tempo entre o termo da tltima exposi¢do de cada
animal e 0 momento em que o animal é eutanasiado. Se ndo for possivel realizar a autépsia imediatamente
depois de detetada a morte do animal, este deve ser refrigerado (ndo congelado) a uma temperatura suficien-
temente baixa para minimizar a autélise. As autOpsias devem ser efetuadas o mais rapidamente possivel,
normalmente ndo mais de um ou dois dias apés a morte. Registam-se todas as alteracdes patoldgicas macros-
copicas de cada animal, prestando especial atencdo as alteragdes do aparelho respiratério.

Enumeram-se no quadro 2 os 6rgdos e tecidos a conservar num meio adequado, durante a autdpsia macros-
copica, para os exames histopatoldgicos. A preservagdo dos drgdos e tecidos indicados entre parénteses retos e
de quaisquer outros ndo indicados fica ao critério do diretor do estudo. Os 6rgdos indicados a negrito devem ser
separados dos tecidos aderentes e pesados ainda hiimidos o mais rapidamente possivel depois da dissecagdo, para
evitar que sequem. A tiroide e os epididimos s6 devem pesar-se se for necessdrio, porque os instrumentos
utilizados para separar os tecidos aderentes podem comprometer a avaliagdo histopatoldgica. Logo depois da
autépsia, fixam-se os tecidos e 6rgdos em formalina a 10 % tamponada ou com outro fixador adequado. A
remocdo dos tecidos aderentes s6 deve realizar-se 24 a 48 horas depois, consoante o fixador utilizado.
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Quadro 2

Orgidos e tecidos a conservar durante a autépsia macroscopica

Glandulas suprarrenais
Aorta
Medula dssea (efou uma pungdo recente)

Encéfalo (incluindo sec¢des dos hemisférios cere-
brais, do cerebelo e da medula/protuberancia anelar)

Cego

Célon

Duodeno

[Epididimos]

[Olhos (retina, nervo Gtico) e pélpebras]
Fémur e articulagdo rotular
Vesicula biliar (se presente)
[Glandulas de Harder]

Coracio

fleo

Jejuno

Rins

[Glandulas lacrimais (extraorbitais]

Laringe (sec¢do em trés niveis, incluindo a base da
epiglote)

Figado

Pulmdes (seccio de cada lobo a um sé nivel, in-
cluindo os bronquios principais)

Ganglios linfiticos da regido hilar dos pulmdes, espe-
cialmente no caso de produtos quimicos pouco soli-
veis que se apresentem sob a forma de particulas.
Para exames efou estudos mais aprofundados de cariz
imunoldgico, podem conservar-se outros ganglios lin-
fiticos, nomeadamente os das regides mediastinal,
cervical/submandibular efou auricular.

Ganglios linfiticos (distais relativamente a porta de
entrada)

Glandulas mamdrias (nas fémeas)

Misculo (coxa)

Tecidos nasofaringeos (sec¢do pelo menos em quatro
niveis, um dos quais compreendendo o canal nasofa-

ringeo e os tecidos linfiticos associados a mucosa
nasal — "nasal associated lymphoid tissue", NALT).

Eséfago

[Bolbo olfativo]
Ovirios

Pancreas

Glandulas paratiroides

Nervo periférico (cidtico ou tibial), de preferéncia na
vizinhanca do misculo

Hipofise

Préstata

Reto

Glandulas salivares

Vesiculas seminais

Pele

Medula espinal (cervical, mediotoricica e lombar)
Baco

Esterno

Estdbmago

Dentes

Testiculos

Timo

Tiroide

[Lingua]

Traqueia (seccdo pelo menos em dois niveis, incluindo
uma secgdo longitudinal na carina e uma secgdo trans-
versal)

[Ureteres]

[Uretra]

[Bexiga urindria]

Utero

Orgios-alvo

Todas as massas ¢ lesdes macroscopicas

Removem-se os pulmdes intactos, pesam-se e instila-se-lhes um fixador adequado, a pressio de 20 a 30 cm de
coluna de dgua, para conservar a estrutura pulmonar (5) Secciona-se cada lobo a um s6 nivel (incluindo os
bronquios principais); caso se proceda a lavagem pulmonar, secciona-se o lobo ndo lavado em trés niveis (ndo

sequenciais).
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44,

45.

46.

47.

Examinam-se pelo menos quatro niveis dos tecidos nasofaringeos, um dos quais deve compreender o canal
nasofaringeo (5)(6)(7)(8)(9), para possibilitar um exame adequado do epitélio escamoso, de transicdo (respiratdrio
ndo ciliado), respiratério (respiratério ciliado) e olfativo, assim como o tecido linfitico adjacente — NALT
(10)(11). Examinam-se trés niveis da laringe, um dos quais deve incluir a base da epiglote (12). Examinam-se
pelo menos dois niveis da traqueia, incluindo uma seccdo longitudinal na carina da bifurca¢do que dd origem aos
bronquios extrapulmonares e uma sec¢do transversal.

HISTOPATOLOGIA

Deve efetuar-se uma avaliagdo histopatoldgica dos 6rgdos e tecidos indicados no quadro 2 a cada animal do
grupo com a concentra¢cdo mais elevada e dos grupos de controlo, bem como aos animais que morrerem ou
forem eutanasiados durante o estudo. Deve prestar-se especial atengdo ao aparelho respiratorio, aos érgdos-alvo e
as lesdes macroscopicas. Os 6rgdos e tecidos que apresentem lesdes nos animais do grupo com a concentragdo
mais elevada devem ser examinados em todos os grupos. Fica ao critério do diretor do estudo efetuar avalia¢des
histopatoldgicas a outros grupos, para evidenciar uma resposta clara a concentragdo. Caso se tenha constituido
um grupo satélite de animais (para apreciacdo da reversibilidade), deve efetuar-se o exame histopatoldgico dos
tecidos e drgdos que tenham revelado alteracdes nos animais dos outros grupos expostos. Se o niimero de
mortes prematuras ou outros problemas no grupo com a concentragdo mais elevada for excessivo, a ponto de
comprometer a significAncia dos dados, efetua-se um exame histopatologico dos animais expostos ao nivel de
concentracdo imediatamente inferior. Deve procurar-se estabelecer correlagdes entre as observagdes macroscé-
picas ¢ os resultados dos exames microsc6picos.

DADOS E RELATORIOS
Dados

Devem apresentar-se dados por animal relativos a peso corporal, consumo alimentar, patologias clinicas, ma-
cropatologias, peso dos 6rgdos e histopatologias. Devem resumir-se os resultados dos exames clinicos num
quadro, indicando, para cada grupo estudado, o niimero 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 eutanasiados e o momento da morte de cada animal, complementados por uma descricio dos efeitos
toxicos e da evolucdo e reversibilidade destes, bem como pelos resultados das autdpsias. Os resultados, quan-
titativos ou descritivos, devem ser avaliados por um método estatistico adequado. Os métodos estatisticos devem
ser escolhidos no planeamento do estudo, podendo sé-lo qualquer método estatistico corrente adequado.

Relatério dos ensaios

Elementos a constar, quando pertinente, do relatério dos ensaios:
Animais estudados e condigdes em que sdo mantidos

— descri¢do das condigdes de engaiolamento, nomeadamente: niimero (ou altera¢io do niimero) de animais por
gaiola, camas, temperatura e humidade relativa ambientes, fotoperiodo e dieta,

— espécie e estirpe utilizadas e, caso ndo sejam utilizados ratos, justificacdo da utilizagdo de outra espécie.
Podem apresentar-se dados origindrios da proveniéncia dos animais ou dados histéricos, desde que corres-
pondentes a animais sujeitos as mesmas condi¢des de exposicdo, alojamento e jejum,

— ntmero, idade e sexo,
— método de aleatorizagdo,

— descri¢do de eventuais condicionamentos anteriores ao ensaio, nomeadamente ao nivel da dieta, de quaren-
tenas e do tratamento de doencas.

Produto quimico em estudo

— natureza fisica, grau de pureza e propriedades fisico-quimicas pertinentes (incluindo a isomerizagdo),
— dados de identificacdo e, se for conhecido, nimero de registo CAS (Chemical Abstract Service).
Veiculo

— justificagdo da utilizacdo e da escolha do veiculo (se ndo for dgua),

— dados histéricos ou paralelos demonstrativos de que o veiculo ndo interfere nos resultados do estudo.
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Camaras de inalacdo

descri¢do pormenorizada — incluindo o volume e um esquema — das camaras de inalacdo,

origem e descricdo do equipamento utilizado na exposicdo dos animais e na geracdo da atmosfera,
equipamento de medi¢do da temperatura, humidade, granulometria e concentracdo real,

fonte de ar e sistema de climatizagdo utilizado,

métodos utilizados para calibrar o equipamento a fim de garantir a homogeneidade da atmosfera ensaiada,
subpressdo ou sobrepressdo,

pontos de exposi¢do por camara (de exposi¢do unicamente nasal); localizagdo dos animais na cimara (cAmara
de exposicdo de corpo inteiro),

estabilidade da atmosfera ensaiada,

localizagdo nas cdmaras dos sensores térmicos e higrométricos e dos pontos de colheita de amostras da
atmosfera ensaiada,

tratamento do ar fornecidofevacuado,

caudais de ar, caudal de ar em cada ponto de exposi¢do (exposicdo unicamente nasal) ou relagdo entre o
volume ocupado pelos animais e o volume da cimara (cdmara de exposi¢do de corpo inteiro),

tempo necessdrio para as cdmaras de inalagdo atingirem o equilibrio (t95),
ntimero hordrio de substituicdes de volume,

medidores (se existirem).

Elementos relativos a exposicdo

fundamentacdo da escolha da concentragdo visada no estudo principal,

concentra¢des nominais (dadas pela divisdo da massa do produto quimico em estudo introduzido na cimara
de inalagdo pelo volume de ar total que nela circulou),

concentra¢des 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,

as concentragdes no ar devem indicar-se em unidades de massa (mg/l, mg/m’, etc)) e nio de volume (ppm,
ppb, etc.),

distribui¢do granulométrica, didmetro aerodindmico mediano da massa (MMAD) e desvio-padrdo geométrico
(og), incluindo os métodos de cdlculo correspondentes; indicar também o resultado de cada andlise granu-
lométrica efetuada.

Condigbes de realizacio dos ensaios

elementos sobre a preparagdo do produto quimico estudado, nomeadamente sobre eventuais métodos de
reducdo da granulometria de sélidos ou de preparagdo de solugdes do produto quimico,

descrigdo (de preferéncia complementada por um esquema) do equipamento utilizado para gerar a atmosfera
ensaiada e para expor os animais a essa atmosfera,

elementos relativos ao equipamento de monitorizacdo da temperatura, humidade e caudal de ar nas camaras
(curvas de calibracdo),

elementos relativos ao equipamento utilizado para colher as amostras para determinagdo da granulometria e
da concentragdo nas camaras,

elementos sobre o método de andlise quimica utilizado e sobre a validagdo desse método (incluindo o
rendimento da recuperagdo do produto quimico em estudo do meio amostrado),
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— método utilizado para distribuir aleatoriamente os animais pelos grupos ensaiados e pelos grupos de con-
trolo,

— elementos sobre a qualidade dos alimentos e da dgua (incluindo o tipo de dieta e a origem desta, bem como
a origem da dgua),

— fundamentacdo da escolha das concentragdes utilizadas nos ensaios.
Resultados

— quadro com a temperatura, a humidade e o caudal de ar nas cAmaras,
— quadro com as concentra¢bes nominais e reais nas camaras,

— quadro com os dados granulométricos, nomeadamente dados analiticos sobre a colheita de amostras, a

distribuicdo granulométrica e os cdlculos de MMAD e O,

— quadro com os dados de resposta e as concentracdes correspondentes a cada animal (animais que apresen-
taram sinais de toxicidade, incluindo mortalidade, e natureza, intensidade, momento do aparecimento e
duracdo dos efeitos),

— quadro com os pesos de cada animal,

— quadro dos consumos alimentares,

— quadro dos dados de patologia clinica,

— resultados da autdpsia e resultados histopatoldgicos correspondentes a cada animal, se disponiveis.
Discussdo e interpretagdo dos resultados

— deve ser dada especial atencdo a descri¢do 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 respirdveis, em especial se os
critérios granulométricos ndo forem satisfeitos,

— a apreciacdo global do estudo deve incidir igualmente na coeréncia dos métodos utilizados para determinar
as concentragdes nominal e real e deve dar conta da relagio entre estas concentragdes,

— referir a causa provével da morte e 0 modo de agdo predominante (sistémico ou local),

— explicar por que razdo terd sido necessdrio eutanasiar animais que apresentavam sinais de dor ou de grande
sofrimento continuado, com base nos critérios do documento de orientacdes da OCDE relativo aos parame-
tros eticamente mensuraveis (3);

— identificar o(s) 6rgdo(s)-alvo,
— determinar o NOAEL e o LOAEL (nivel minimo com observacdo de efeitos adversos).
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Apéndice 1

DEFINICAO

Produto quimico em estudo: qualquer substincia ou mistura a qual seja aplicado este método de ensaio.

B.30. ESTUDOS DE TOXICIDADE CRONICA

INTRODUCAO

Este método é equivalente ao Test Guideline 452 (2009) da OCDE. O Test Guideline 452 (TG 452) inicial foi
adotado em 1981. Entendeu-se necessario rever o método B.30 para dar conta da evolugdo recente no dominio
do bem-estar animal e da regulamentacio (1)(2)(3)(4). A atualizagdo do método B.30 decorreu paralelamente a
revisdo dos capitulos B.32 ("Estudos de carcinogenicidade") e B.33 ("Estudos combinados de toxicidade crénica e
carcinogenicidade") deste anexo. Visa-se obter mais dados a partir dos animais utilizados nos estudos e dispor de
mais elementos para a escolha das doses. Este método foi concebido para o ensaio de uma vasta gama de
produtos quimicos, nomeadamente pesticidas e produtos quimicos industriais.

Na sua maioria, os estudos de toxicidade crénica sdo efetuados em roedores. Este método destina-se, portanto, a
ser aplicado, preferencialmente, a estudos em espécies de roedores. Caso seja necessdrio efetuar estudos noutras
espécies, os principios e procedimentos descritos neste método e no capitulo B.27 deste anexo — "Estudo de
toxicidade oral de dose repetida em espécies ndo roedoras com a duragio de 90 dias" (5) — podem igualmente
ser aplicados, com as adaptagdes necessdrias descritas no Guidance Document on the Design and Conduct of Chronic
Toxicity and Carcinogenicity Studies (n.° 116) da OCDE (6).

As trés vias principais de administracdo nos estudos de toxicidade crénica sdo a via oral, a via dérmica ¢ a via
inalatéria. A via de administragdo escolhida depende das caracteristicas fisico-quimicas do produto quimico em
estudo e da via predominante de exposi¢do humana. O documento de orientagdes n.° 116 da OCDE (6) contém
mais informagdes sobre a escolha da via de exposigdo.

Este método centra-se na exposi¢do por via oral, que é a via habitualmente mais utilizada nos estudos de
toxicidade crénica. Embora possa também ser necessdrio efetuar estudos de toxicidade crénica a longo prazo
por via dérmica ou por inalagdo para avaliar o risco para a satide humana efou isso possa mesmo ser exigido
pela regulamentacdo aplicével, estas duas vias de exposicdo sdo bastante complexas do ponto de vista técnico e
esses estudos tém de ser concebidos para cada caso concreto. Porém, no que diz respeito as recomendacdes
relativas aos perfodos de exposi¢do, aos pardmetros clinicos e patoldgicos e a outros aspetos, o método aqui
descrito para caracterizacdo e avaliacdo da toxicidade crénica por administracio oral pode constituir a base de
um protocolo para estudos por inalagio e/ou por via dérmica. A OCDE publicou orientagdes relativas ao estudo
da administragdo de produtos quimicos por inalacdo (6)(7) e por via dérmica (6). Para a concecdo de estudos a
longo prazo com exposi¢do por via inalatoria, recomenda-se especificamente a consulta dos capitulos B.8 (8) e
B.29 (9) deste anexo e do documento de orientacdes da OCDE relativo a ensaios de toxicidade aguda por
inalagdo (7). No caso dos ensaios por via dérmica, deve consultar-se o capitulo B.9 (10) deste anexo.

Os estudos de toxicidade crénica fornecem informagdes sobre os perigos para a satide que potencialmente
podem advir da exposicdo repetida durante um perfodo considerdvel do tempo de vida da espécie utilizada.
Estes estudos fornecem informacdes sobre os efeitos toxicos do produto quimico em causa, os érgdos afetados e
a possibilidade de acumulacio. Podem igualmente servir para obter uma estimativa do nivel sem observagdo de
efeitos adversos ("no observed adverse effect level", NOAEL), com base na qual se podem estabelecer critérios de
seguranca para a exposi¢io humana. Salienta-se a necessidade de um exame clinico cuidadoso dos animais, de
modo a obter-se 0 mdximo de informacio possivel.

Entre os objetivos dos estudos efetuados por este método contam-se os seguintes:
— identificacdo da toxicidade crénica de produtos quimicos,

— identificacdo de 6rgdos afetados,

— caracterizagdo de relagdes dose-resposta,

— determinagdo de niveis sem observagdo de efeitos adversos (NOAEL) ou ponto de partida para o estabele-
cimento de doses de referéncia,

— previsdo de efeitos de toxicidade crénica aos niveis da exposi¢do humana,

— obtencdo de dados para verificagdo de hipdteses relativas a modos de agdo (6).
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CONSIDERACOES INICIAIS

Antes de efetuar um estudo com vista a caracterizagdo e avaliagdio de um produto quimico do ponto de vista
toxicologico, o laboratdrio que efetuard os ensaios deve ponderar todas as informagdes disponiveis sobre o
produto quimico em causa, a fim de adaptar o estudo de modo a melhorar a eficiéncia da determinagdo do
potencial de toxicidade crénica e para minimizar o recurso a animais. Entre os elementos que podem ser tteis
na concecdo do estudo contam-se a identidade, a estrutura quimica e as propriedades fisico-quimicas do produto
quimico em causa, informacdes disponiveis sobre 0 modo de agdo, resultados de ensaios de toxicidade in vitro
ou in vivo, as utilizagdes previstas, o potencial de exposi¢io humana, dados (Q)SAR — "(quantitative) structure-
-activity relationships”, relagdes (quantitativas) estruturafatividade — e toxicoldgicos disponiveis sobre produtos
quimicos estruturalmente afins, dados toxicocinéticos disponiveis (dados cinéticos associados a uma dose tinica
ou a doses miiltiplas) e dados provenientes de outros estudos com exposi¢io repetida. S6 deve proceder-se a
determinagdo da toxicidade crénica depois de obtidos dados de toxicidade preliminares provenientes de estudos
de toxicidade com repeti¢do da dose administrada durante 28 efou 90 dias. Deve ponderar-se uma abordagem
faseada dos ensaios de toxicidade crénica no ambito da avaliagdo global dos potenciais efeitos adversos na saide
do produto quimico em estudo (11)(12)(13)(14).

Antes de iniciar o estudo, devem escolher-se, com base no plano experimental e nos objetivos estabelecidos, os
métodos estatisticos mais adequados para a andlise dos resultados. Entre outros aspetos a considerar, é neces-
sario determinar se o tratamento estatistico deverd contemplar ajustamentos em funcdo do grau de sobrevi-
véncia e que tipo de andlise deve efetuar-se no caso da morte prematura de todos os animais de um ou mais
grupos. Para orientacdes sobre as andlises estatisticas mais adequadas e informacdo sobre as referéncias biblio-
graficas fundamentais dos métodos estatisticos internacionalmente reconhecidos, deve consultar-se o documento
de orientagdes n.° 116 (6), assim como o documento de orientagdes n.° 35, relativo a andlise e avaliagio de
estudos de toxicidade cronica e de carcinogenicidade (15).

Ao realizar um estudo de toxicidade crénica, recomenda-se que sejam sempre seguidos os principios e consi-
deracdes orientadoras enunciados no Guidance Document on the recognition, assessment, and use of clinical signs as
humane endpoints for experimental animals used in safety evaluation (n.°19) da OCDE (16), nomeadamente os
expressos no ponto 62 do mesmo, cuja tradugdo ¢ a seguinte: Nos estudos com repeticio da dose administrada,
se um animal evidenciar sinais clinicos progressivos da deterioragio do seu estado, deve tomar-se uma decisdo com
conhecimento de causa sobre se deve ou ndo ser eutanasiado. Para isso, deve ponderar-se, nomeadamente, o valor das
informagdes que seriam obtidas no caso de o animal continuar integrado no estudo, relativamente ao estado geral do
mesmo. Caso se decida manter o animal no estudo, deve aumentar-se, tanto quanto necessdrio, a frequéncia dos exames que
lhe sdo efetuados. Também ¢é possivel, sem prejudicar a finalidade do ensaio, suspender temporariamente a administragdo do
produto quimico em estudo — se isso reduzir a dor ou o sofrimento do animal — ou reduzir a dose administrada.

Para orienta¢des pormenorizadas sobre os principios aplicdveis a escolha das doses para estudos de toxicidade
cronica e de carcinogenicidade e uma discussio dos mesmos, recomenda-se a consulta do documento de
orientacdes n.° 116 (6) e das publicagdes com as referéncias 17 e 18 do International Life Sciences Institute.
A estratégia de base para escolha das doses depende do objetivo ou objetivos principais do estudo (ver o ponto
6). Para escolher doses adequadas, importa estabelecer um equilibrio entre, por um lado, a identificacio dos
perigos em jogo e, por outro, a caracterizacdo e importancia das respostas as doses reduzidas. Este equilibrio é
especialmente necessario quando se realizam estudos combinados de toxicidade crénica e de carcinogenicidade
(capitulo B.33 deste anexo) — ver o ponto 11.

Deve ponderar-se a oportunidade de efetuar um estudo combinado de toxicidade crénica e de carcinogenicidade
(capitulo B.33 deste anexo), em vez de efetuar separadamente um estudo de toxicidade crénica (o presente
método B.30) e um estudo de carcinogenicidade (capitulo B.32 deste anexo). O estudo combinado é mais
favordvel, em termos de tempo e de custos, do que dois estudos distintos e ndo prejudica a qualidade dos dados
obtidos na etapa de toxicidade crénica nem na etapa de carcinogenicidade. Ao efetuar um estudo combinado de
toxicidade crénica e de carcinogenicidade (capitulo B.33 deste anexo), é, porém, necessdrio prestar especial
atengdo aos principios relativos a escolha das doses (pontos 9 e 20 a 25). Reconhece-se, porém, que determi-
nadas regulamentagdes podem exigir a realiza¢do de estudos separados.

No final do capitulo e no documento de orientagdes n.° 116 (6) definem-se alguns conceitos utilizados neste
método.

PRINCIPIO DO METODO

Administra-se diariamente o produto quimico em estudo a vérios grupos de animais, em doses crescentes de
grupo para grupo, normalmente durante doze meses, embora possam escolher-se perfodos mais longos ou mais
curtos em funcdo das exigéncias da regulamentacdo (ver o ponto 33). Escolhe-se a duracdo do estudo de modo
a ser suficientemente longa para que os eventuais efeitos de toxicidade acumulada se manifestem, mas sem que
sejam perturbados por alteracdes ligadas ao envelhecimento dos animais. Se o periodo de exposicdo ndo for de
doze meses, ¢ necessdrio fundamentd-lo, sobretudo se a duragdo da exposi¢do for mais curta. Normalmente,
administra-se o produto quimico por via oral, embora a via inalatéria ou a via dérmica também possam ser
adequadas. Pode estar prevista a realizacio de uma ou mais eutandsias intercalares, por exemplo, apds trés ou
seis meses. Nesse caso, pode aumentar-se o nimero de grupos de animais em conformidade (ver o ponto 19).
No decurso do periodo de administracio do produto quimico, deve verificar-se atentamente 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.
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DESCRICAO DO METODO
Escolha da espécie animal

Este método trata, em especial, da caracterizagdo e avaliagdo da toxicidade crénica em roedores (ver o ponto 2),
embora determinadas regulamentacdes exijam estudos similares em ndo roedores. E necessdrio justificar a
escolha da espécie. Se forem exigidos estudos de toxicidade crénica em espécies que ndo sejam de roedores,
a concegdo e realizagdo desses estudos deve basear-se nos principios descritos no presente método e no capitulo
B.27 deste anexo — "Estudo de toxicidade oral de dose repetida em espécies ndo roedoras com a duragio de 90
dias" (5). O documento de orienta¢des n.° 116 (6) contém mais informagdes sobre a escolha da espécie e da
estirpe.

Embora neste método se possa recorrer a outros roedores, como o ratinho, a espécie preferida é o rato. O rato e
o ratinho constituem os modelos experimentais preferidos devido a sua longevidade relativamente reduzida, a
sua utilizagdo generalizada em estudos farmacoldgicos e toxicoldgicos, a sua sensibilidade a indugdo de tumores
e a disponibilidade de estirpes suficientemente caracterizadas destas espécies. Em consequéncia disto, dispde-se
de numerosos dados sobre a fisiologia e patologia destes animais. Devem ser utilizados animais adultos, jovens e
saudaveis de estirpes laboratoriais correntes. O estudo de toxicidade crénica deve ser realizado com animais da
mesma estirpe e proveniéncia que os utilizados no estudo ou estudos preliminares mais curtos. As fémeas
utilizadas devem ser nuliparas e ndo podem estar gravidas.

Condicdes de alojamento e alimentacdo

Os animais podem ser alojados individualmente ou em pequenos grupos do mesmo sexo. £ necessario justificar
cientificamente a opgdo pelo alojamento individual (19)(20)(21). As gaiolas devem ser dispostas de forma a
minimizar possiveis efeitos derivados do seu posicionamento. A temperatura do biotério deve ser de 22 °C
+3°C. A humidade relativa deve estar compreendida entre 50 % e 60 %, embora sejam aceitdveis valores
compreendidos entre 30 %, no minimo, e um valor maximo que, preferencialmente, ndo deve exceder 70 %,
salvo durante os periodos de limpeza do biotério. A iluminacdo deve ser artificial, com uma sequéncia de 12
horas de luz seguidas de 12 horas de escuriddo. Na alimentacdo, podem utilizar-se dietas convencionais de
laboratério e deve ser fornecida dgua de beber sem restri¢des. A dieta deve satisfazer as necessidades nutricionais
da espécie estudada. Os teores de contaminantes da dieta — residuos de pesticidas, poluentes organicos persis-
tentes, fitoestrogénios, metais pesados, micotoxinas e outros — podem influenciar os resultados dos ensaios e
devem ser os mais baixos possiveis. £ necessirio obter periodicamente dados analiticos relativos aos teores de
nutrientes e de contaminantes da dieta, pelo menos no inicio do estudo e quando se muda de lote. Estes dados
devem constar do relatério final. E igualmente necessdrio dispor de dados analiticos da dgua de beber utilizada
no estudo. Quando o produto quimico em estudo ¢ administrado por via alimentar, a escolha da dieta pode ser
influenciada pela necessidade de nela misturar convenientemente esse produto quimico e de satisfazer simul-
taneamente as exigéncias nutricionais dos animais.

Preparagio dos animais

Os animais utilizados devem ser sauddveis e ter sido aclimatados as condigdes laboratoriais durante, pelo menos,
sete dias e ndo devem ter participado em experiéncias anteriores. No caso dos roedores, a administracio do
produto quimico em estudo deve iniciar-se logo que possivel apds o desmame e a aclimatagdo, de preferéncia
antes de os animais completarem oito semanas. E necessdrio caracterizar a espécie, a estirpe, a proveniéncia, o
sexo, 0 peso ¢ a idade dos animais utilizados no estudo. No inicio do estudo, as diferencas de peso entre os
animais de cada sexo devem ser minimas, ndo se desviando mais de 20 % do peso médio de todos os animais
de cada sexo nele utilizados. Distribuem-se aleatoriamente os animais pelos grupos de controlo e pelos grupos
expostos. Depois da distribui¢do aleatéria dos animais, a média de peso corporal ndo deve diferir significativa-
mente de grupo para grupo de animais do mesmo sexo. Se houver diferengas com significado estatistico, os
animais devem, se possivel, ser redistribuidos aleatoriamente. Deve atribuir-se a cada animal um nimero de
identificagdo tinico, com o qual o animal seja identificado por tatuagem, implantacdo de microchip ou outro
método adequado.

PROCEDIMENTO
Namero e sexo dos animais

Devem ser utilizados animais de ambos os sexos. O nimero de animais utilizados deve ser suficiente para que,
no final do estudo, reste em cada grupo um niimero de animais que permita efetuar uma avaliacdo bioldgica e
estatistica aprofundada. Caso se utilizem roedores, normalmente cada grupo do mesmo sexo exposto a cada
dose deve integrar, pelo menos, 20 animais; caso ndo se utilizem roedores, recomenda-se que 0 niimero minimo
seja de quatro animais do mesmo sexo por grupo, para cada dose. Nos estudos em ratinhos, pode ser necessario
reforcar o nimero de animais em cada grupo, para cada dose, para poder realizar todas as determinacdes
hematoldgicas previstas.

Eutandsias intercalares, grupos satélites e animais sentinelas

Caso se justifique do ponto de vista cientifico, pode prever-se a realizacio de eutandsias intercalares (pelo menos
dez animais de cada grupo, de cada um dos sexos), por exemplo, ao fim de seis meses, para obter informacdes
sobre a evolugdo das alteragdes toxicoldgicas, bem como dados mecanisticos. Caso jé se disponha desses dados,
obtidos em estudos de toxicidade por dose repetida realizados com o produto quimico em causa, as eutandsias
em questdo podem ndo se justificar cientificamente. Podem também prever-se grupos satélites para verificar a
reversibilidade de alteragdes toxicoldgicas induzidas pelo produto quimico em estudo. Nesse caso, os grupos
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satélites restringir-se-d0, normalmente, a dose mais elevada em estudo e aos grupos de controlo. Pode ainda
prever-se um grupo de animais sentinelas (habitualmente cinco animais de cada sexo) para verificar, se neces-
sario, o aparecimento de doencas durante o estudo (22). Caso esteja prevista a realizagdo de eutandsias
intercalares ou a inclusio de grupos satélites ou sentinelas, o niimero de animais a utilizar no estudo deve
ser aumentado no ntimero de animais a eutanasiar antes do termo do mesmo. Normalmente, os animais em
causa devem ser objeto dos mesmos exames, nomeadamente peso corporal, consumo de alimentos e de dgua,
andlises hematoldgicas e de quimica clinica e exames patoldgicos, que os animais participantes na etapa de
toxicidade crénica do estudo principal, embora também possa prever-se (no caso dos grupos com destino a
eutandsia intercalar) que as determinag¢es se limitem a pardmetros fundamentais especificos, por exemplo, de
neurotoxicidade ou de imunotoxicidade.

Grupos de dose e dosagens

O documento de orientagdes n.° 116 (6) contém orientagdes relativas a todos os aspetos relacionados com a
escolha das doses e os intervalos entre estas. Devem ser utilizados, pelo menos, trés doses e um controlo em
paralelo, exceto nos casos em que se realiza um ensaio do limite (ver o ponto 27). As doses baseiam-se,
normalmente, nos resultados de estudos exploratérios das doses ou de estudos de dose repetida por periodos
mais curtos e devem atender aos dados toxicoldgicos e toxicocinéticos disponiveis sobre o produto quimico em
estudo ou produtos quimicos afins.

A menos que tal dose esteja limitada pelas caracteristicas fisico-quimicas ou pelos efeitos bioldgicos do produto
quimico em estudo, normalmente escolhe-se para dose mais elevada o nivel que permita identificar os principais
6rgdos afetados e os efeitos toxicos principais sem causar sofrimento, efeitos toxicos intensos, morbidez nem
mortalidade. Tendo presente o referido no ponto 22, deve escolher-se para dose mais elevada uma dose que
induza efeitos toxicos, evidenciados, por exemplo, por uma redugdo (aproximadamente de 10 %) do ganho de
peso corporal.

Todavia, consoante os objetivos do estudo (ver o ponto 6), pode escolher-se uma dose mdxima inferior a que
evidencia efeitos tdxicos, por exemplo, se essa dose induzir um efeito adverso preocupante, mas com pouca
influéncia na longevidade ou no peso corporal dos animais. A dose maxima ndo deve exceder 1 000 mg por
quilograma de peso corporal por dia (relativamente a dose-limite, ver o ponto 27).

Podem escolher-se doses e intervalos entre doses que permitam estabelecer uma relagdo dose-resposta e deter-
minar um NOAEL ou outro resultado pretendido do estudo, por exemplo, uma dose de referéncia (ver o ponto
25) ao nivel de dose mais baixo. Entre os fatores a ter em conta na escolha das doses mais baixas, contam-se o
declive esperado da curva dose-resposta, as doses as quais podem ocorrer alteragdes importantes ao nivel
metabdlico ou do modo da agdo téxica, o nivel ao qual se prevé a ocorréncia de um limiar e o nivel ao
qual se prevé fixar o ponto de partida de extrapolacdes para doses mais baixas.

O intervalo entre as doses depende das caracteristicas do produto quimico em estudo e ndo pode ser prescrito
neste método. Contudo, a utilizagdo de intervalos definidos por um fator de 2 a 4 entre doses consecutivas dd
frequentemente bons resultados nestes ensaios, sendo muitas vezes melhor ensaiar um quarto grupo do que
recorrer a intervalos muito grandes (por exemplo, mais do que um fator de 6 a 10) entre as dosagens. Em geral,
sdo de evitar fatores superiores a 10. Caso contrdrio, é necessario justificd-los.

Conforme se explica mais em pormenor no documento de orientagdes n.° 116 (6), entre os aspetos a ter em
conta na escolha das doses contam-se os seguintes:

— relagdes ndo lineares ou pontos de inflexdo conhecidos ou de que se suspeite na curva dose-resposta,

— aspetos toxicocinéticos e doses as quais ocorra, ou nao ocorra, indugﬁo metabdlica, saturacdo ou nao
linearidade entre as doses externas e as doses internas,

— lesdes precursoras, marcadores de efeitos ou indicadores de processos bioldgicos fundamentais subjacentes
em curso,

— aspetos fundamentais (ou de que se suspeite) do modo de agdo, tais como as doses as quais comecam a
manifestar-se efeitos citotoxicos, os niveis hormonais sdo perturbados, os mecanismos homeostdticos co-
lapsam, etc.,

— regides da curva dose-resposta que necessitam de estimativas especialmente rigorosas, por exemplo, perto da
dose de referéncia prevista ou da dose a qual se suspeite corresponder um limiar,

— niveis previstos de exposi¢do humana.

O grupo de controlo deve ser um grupo ndo exposto ao produto quimico em estudo ou, se for usado um
veiculo para administrar o produto quimico, um grupo de controlo do veiculo. Salvo no que respeita a
exposicdo ao produto quimico em estudo, os animais do grupo de controlo devem ser tratados do mesmo
modo que os animais dos grupos ensaiados. Caso se utilize um veiculo, o grupo de controlo deve receber o
volume mdximo de veiculo utilizado nos grupos expostos ao produto quimico em estudo. Se o produto
quimico for administrado por via da dieta e reduzir significativamente a quantidade desta ingerida por lhe
conferir menor palatabilidade, um grupo de controlo adicional alimentado do mesmo modo, em paralelo, pode
constituir um grupo de controlo mais adaptado.
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Se, com base em estudos preliminares, for de prever que o ensaio, realizado de acordo com o presente método,
de uma dose equivalente a ndo menos de 1 000 mg/kg de peso corporal/dia ndo provoque efeitos adversos e,
tendo em conta dados referentes a produtos quimicos estruturalmente afins, ndo forem de prever efeitos toxicos,
pode considerar-se que ndo ¢é necessirio efetuar um estudo completo com trés doses. Nesses casos, pode
justificar-se um limite de 1 000 mg/kg de peso corporal/dia, exceto se os dados relativos & exposicdo humana
aconselharem o ensaio de doses superiores.

Preparacdo das doses e administracio do produto quimico em estudo

O produto quimico em estudo é normalmente administrado por via oral, através da dieta ou da dgua de beber
ou por intermédio de uma sonda esofdgica. O documento de orienta¢des n.° 116 (6) contém mais informagdes
sobre vias e métodos de administracio. A via e o método de administragio dependem do objetivo do estudo,
bem como das propriedades fisico-quimicas e biodisponibilidade do produto quimico em causa e da via e do
método de exposicio humana predominantes. E necessirio fundamentar a via e o método de administracio
escolhidos. Por razdes de bem-estar animal, normalmente s6 deve optar-se pela utilizacio de uma sonda
esofdgica no caso dos agentes relativamente aos quais a via oral ¢ este método de administragdo representem
razoavelmente a exposi¢do humana potencial (por exemplo, através da ingestdo de produtos farmacéuticos). No
caso dos produtos quimicos ingeridos com os alimentos ou disseminados no ambiente, nomeadamente pesti-
cidas, a administragdo habitual é por incorporagdo na dieta ou na dgua de beber. Todavia, para outros cendrios
— caso da exposicio profissional —, pode justificar-se a administracdo por outras vias.

Se necessdrio, pode suspender-se ou dissolver-se o produto quimico em estudo num veiculo apropriado. Devem
ser tidos em conta as seguintes caracteristicas que se justifiquem do veiculo e de outros aditivos: efeitos na
absorcdo, na distribui¢do, no metabolismo ou na reten¢gio do produto quimico em estudo, efeitos nas pro-
priedades quimicas do produto quimico em causa suscetiveis de alterarem as caracteristicas téxicas do mesmo e
efeitos no consumo de alimentos, na ingestdo de 4gua ou no estado nutricional dos animais. Recomenda-se que,
sempre que possivel, a primeira op¢do seja uma solugdo ou suspensdo aquosa; caso tal ndo seja vidvel, pode
optar-se por uma solugdo ou emulsdo num dleo (por exemplo, em 6leo de milho); em dltimo caso, poderd
recorrer-se a uma solugdo noutro veiculo. Se o veiculo utilizado ndo for dgua, é necessdrio conhecer as suas
caracteristicas de toxicidade. Deve dispor-se de informacdes sobre a estabilidade do produto quimico em estudo
e a homogeneidade das solugdes ou ragdes de dosagem (consoante o caso) nas condi¢des de administracio (por
exemplo, por via da dieta).

E importante assegurar que a quantidade de um produto quimico em estudo administrada através da dieta ou da
dgua de beber ndo interfere nas exigéncias normais de nutricio nem no equilibrio hidrico. No caso dos estudos
de toxicidade a longo prazo nos quais o produto quimico seja administrado pela via alimentar, a concentragdo
deste nos alimentos nido deve, normalmente, exceder 5% da ragdo total, a fim de evitar desequilibrios nutri-
cionais. Se o produto quimico em estudo for administrado por via da dieta, pode optar-se por concentra¢des
constantes nesta (mg/kg de alimentos ou ppm) ou por doses constantes em relacdo ao peso corporal do animal
(mg/kg de peso corporal), calculadas semanalmente. Deve indicar-se a op¢do tomada.

Em caso de administracdo por via oral, os animais recebem uma dose quotidiana (sete dias por semana) do
produto quimico em estudo, normalmente durante doze meses (ver também o ponto 33), embora possa ser
necessdrio um periodo mais longo, em fungio das exigéncias da regulamentacio. E necessdrio justificar qualquer
outro regime de dosagem (por exemplo, cinco dias por semana). Em caso de administragdo por via dérmica, os
animais sdo normalmente expostos ao produto quimico em estudo durante, pelo menos, seis horas por dia, sete
dias por semana, conforme se descreve no capitulo B.9 (10) deste anexo, ao longo de doze meses. A exposigio
por via inalatéria é efetuada durante seis horas por dia, sete dias por semana. Todavia, caso se justifique,
também podem expor-se os animais durantecinco dias por semana. O periodo de exposicdo neste caso é
normalmente de doze meses. Se espécies que ndo o rato forem sujeitas a exposicdo unicamente nasal, pode
ajustar-se a duracdo mdxima da exposicdo para minimizar a tensdo gerada na espécie em causa. Se a dura¢do da
exposicdo for inferior a seis horas por dia, é necessdrio fundamentd-lo. Ver também o capitulo B.8 (8) deste
anexo.

A administragio do produto quimico aos animais por meio de uma sonda esofdgica deve efetuar-se a mesma
hora do dia por meio de um tubo estomacal ou de uma cinula de intubagdo adequada. Normalmente,
administra-se a dose didria de uma s6 vez. Porém, se o produto quimico for, por exemplo, um irritante local,
pode repartir-se a mesma dose didria por dois momentos. O volume médximo de liquido que pode ser adminis-
trado de cada vez depende do tamanho do animal e deve ser o minimo possivel. No caso dos roedores,
normalmente ndo deve exceder 1 ml/100 g de peso corporal (22). Para minimizar diferengas entre volumes
administrados, devem ser efetuados ajustes nas concentragdes, de forma que o volume seja 0 mesmo para todas
as doses. Excetuam-se os produtos quimicos potencialmente corrosivos ou irritantes, que tém de ser diluidos
para evitar efeitos locais intensos. Devem evitar-se concentra¢des que possam provocar efeitos corrosivos ou
irritantes no tubo digestivo.

Duracio do estudo

Embora este método tenha sido preferencialmente concebido para estudos de toxicidade crénica com a duragdo
de doze meses, também estd adaptado e pode aplicar-se a estudos mais curtos (por exemplo, 6 ou 9 meses) ou
mais longos (por exemplo, 18 ou 24 meses), consoante o exija a regulamentacdo pertinente ou por razdes
mecanisticas determinadas. Se o perfodo de exposi¢do ndo for de doze meses, é necessirio fundamenti-lo,
sobretudo se a duracdo da exposicdo for mais curta. Os grupos satélites incluidos para verificar a reversibilidade
de alteracdes toxicoldgicas induzidas pelo produto quimico em estudo devem manter-se sem dosagem ap6s o
termo da exposi¢do, durante um perfodo ndo inferior a quatro semanas e ndo superior a um ter¢o da duragdo
total do estudo. O documento de orientagdes n.° 116 (6) contém mais orienta¢des, nomeadamente em matéria
de sobrevivéncia dos animais no estudo.
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EXAMES

Normalmente no inicio e no final de cada dia, incluindo fins de semana e feriados, devem verificar-se os casos
de morbidez ou mortalidade no conjunto dos animais. Pelo menos uma vez por dia, deve efetuar-se um exame
clinico geral, de preferéncia sempre a(s) mesma(s) hora(s) e, no caso da administra¢do por sonda esofégica, tendo
em conta o periodo previsto de efeitos mais acentuados apds a administracio do produto quimico.

Deve efetuar-se um exame clinico aprofundado a cada animal pelo menos uma vez antes da primeira exposi¢do
(para poder fazer depois comparagdes com o estado inicial do animal), no final da primeira semana do estudo e,
a partir dai, mensalmente. Os exames devem respeitar um protocolo que minimize as variagdes entre quem os
realiza e ndo faca depender os resultados do grupo examinado. Estes exames devem ser realizados fora das
gaiolas, de preferéncia num recinto normalizado e sempre & mesma hora. Os resultados destes exames devem
ser cuidadosamente registados, de preferéncia por recurso a um sistema de pontuagdo claramente definido pelo
laboratério em causa. Deve zelar-se por que as condi¢des de exame sejam o mais constantes possivel. Entre os
sinais a registar contam-se altera¢des da pele, da pelagem, dos olhos e das mucosas e a ocorréncia de secre¢des,
excregdes ou reagdes neurovegetativas (por exemplo, lacrimagdo, horripilacdo, altera¢des da dimensdo pupilar ou
respiragdo anormal). Deve também registar-se qualquer altera¢do da maneira de o animal se mover, da postura e
da reagdo a manipulacido, bem como a ocorréncia de movimentos clénicos ou ténicos e de comportamentos
estereotipados (por exemplo, atos de higiene repetitivos ou movimentacdo repetitiva em circulo) ou estranhos
(automutilacdo, movimentacdo para trés, etc.) (24).

Recorrendo a um oftalmoscépio ou a dispositivo equivalente, efetua-se um exame oftalmoldgico a cada animal
antes da primeira administra¢gdo do produto quimico em estudo. No termo do estudo, deve efetuar-se este
exame de preferéncia a todos os animais, mas pelo menos aos dos grupos expostos & dose mais clevada e dos
grupos de controlo. Se forem detetadas alteracdes oculares atribuiveis a exposi¢do ao produto quimico em
estudo, devem examinar-se todos os animais. Se a andlise estrutural ou outros elementos indiciarem efeitos
toxicos ao nivel ocular, deve aumentar-se a frequéncia dos exames oculares.

No caso dos produtos quimicos que tenham revelado potencial de indugdo de efeitos neurotéxicos em estudos
anteriores de toxicidade por dose repetida a 28 dias efou a 90 dias, poderd, a titulo facultativo, verificar-se a
reatividade sensorial a diversos tipos de estimulos (24) — por exemplo, estimulos auditivos, visuais ou pro-
priocetivos (25)(26)(27) — e avaliar-se a forca de preensdo (28) e a atividade motora (29), antes de iniciar o
estudo e, a partir dai, de trés em trés meses, até aos doze meses, inclusive, bem como no termo do estudo (se
for além de doze meses). As referéncias indicadas contém mais informacdes sobre a maneira de proceder em
cada caso, embora possam adotar-se procedimentos distintos dos nelas descritos.

No caso dos produtos quimicos que tenham revelado potencial de indugdo de efeitos imunotéxicos em estudos
anteriores de toxicidade por dose repetida a 28 dias efou a 90 dias, poderd, a titulo facultativo, aprofundar-se a
investigacdo deste pardmetro no termo do estudo.

Peso corporal, consumo de alimentos e de dgua, eficiéncia alimentar

Todos os animais devem ser pesados no inicio da exposicdo, pelo menos uma vez por semana nas primeiras
treze semanas e, a partir dai, pelo menos uma vez por més. Deve medir-se o consumo de alimentos e a
eficiéncia alimentar pelo menos uma vez por semana nas primeiras treze semanas e, a partir dai, pelo menos
uma vez por més. Se o produto quimico em estudo for administrado através da dgua de beber, deve medir-se o
consumo de dgua pelo menos uma vez por semana nas primeiras treze semanas e, a partir dai, pelo menos uma
vez por més. Pode ser util medir o consumo de dgua também no caso dos estudos em que se verifiquem
alteragdes do comportamento dos animais a esse nivel.

Andlises hematoldgicas e de bioquimica clinica

Nos estudos com roedores, devem ser efetuadas andlises hematoldgicas a, pelo menos, dez machos e dez fémeas
de cada grupo, aos trés, seis e 12 meses e no termo do estudo (se for além de 12 meses), sempre aos mesmos
animais. No caso dos ratinhos, a realizagdo das andlises hematoldgicas necessdrias pode exigir o recurso a
animais satélites (ver o ponto 18). No caso dos estudos em que ndo sejam utilizados roedores, colhem-se
amostras num ndmero mais reduzido de animais (por exemplo, se a espécie utilizada for o cdo, quatro animais
de cada sexo, por grupo) em estddios intermédios e no termo do estudo, tal como se indicou para os roedores.
Se, num estudo anterior, a 90 dias, efetuado com doses comparédveis, ndo se tiverem detetado alteracdes dos
pardmetros hematoldgicos, ndo € necessario efetuar as andlises previstas ao fim de trés meses, tanto no caso dos
roedores como de outras espécies. As amostras de sangue devem ser colhidas, sob anestesia, num ponto
determinado a indicar, por exemplo, por puncio cardiaca ou no seio retro-orbital.

Devem ser efetuadas as seguintes andlises (30): contagem total de leucdcitos, formula leucocitdria, contagem de
eritrécitos, contagem de plaquetas, concentracdo de hemoglobina, hematécrito (volume celular sanguineo apds
centrifuga¢do), volume corpuscular médio, hemoglobina corpuscular média, concentracio de hemoglobina
corpuscular média, tempo de protrombina e tempo de tromboplastina parcial ativada. Se necessario, em fungio
da toxicidade do produto quimico em estudo, poderdo analisar-se outros parametros hematoldgicos, tais como
os corpos de Heinz e outras anomalias morfoldgicas dos eritrdcitos ou a meta-hemoglobina. Em termos gerais,
deve adotar-se uma perspetiva de flexibilidade, dependendo dos efeitos observados efou previstos do produto
quimico em causa. Se este tiver efeitos no sistema hematopoiético, pode ser til efetuar também a contagem de
reticuldcitos e uma citologia da medula Ossea, embora estas andlises ndo sejam sistematicamente necessarias.
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Com a cronologia especificada para as andlises hematoldgicas e colhendo as amostras de sangue sempre nos
mesmos animais — pelo menos dez machos e dez fémeas de cada grupo —, devem ser efetuadas andlises de
bioquimica clinica para determinar os principais efeitos toxicos nos tecidos, nomeadamente ao nivel dos rins e
do figado. No caso dos ratinhos, a realizacdo das necessérias andlises de bioquimica clinica pode exigir o recurso
a animais satélites. No caso dos estudos em que ndo sejam utilizados roedores, colhem-se amostras num
nimero mais reduzido de animais (por exemplo, se a espécie utilizada for o cdo, quatro animais de cada sexo,
por grupo) em estddios intermédios e no termo do estudo, tal como se indicou para os roedores. Se, num
estudo anterior, a 90 dias, efetuado com doses comparéveis, ndo se tiverem detetado alteragdes dos pardmetros
de bioquimica clinica, ndo é necessdrio efetuar as andlises previstas ao fim de trés meses, tanto no caso dos
roedores como de outras espécies. Recomenda-se o jejum dos animais (exceto dos ratinhos) durante a noite,
antes da colheita das amostras de sangue. Devem ser efetuadas as seguintes andlises (30): glucose, ureia (azoto
ureico), creatinina, proteinas totais, albumina, célcio, sédio, potéssio, colesterol total, pelo menos duas anélises
reveladoras de efeitos hepatocelulares (alanina-aminotransferase, aspartato-aminotransferase, glutamato-desidro-
genase, dcidos biliares totais) (31) e, pelo menos, duas andlises reveladoras de efeitos hepatobiliares (fosfatase
alcalina, gama-glutamil-transferase, 5-nucleotidase, bilirrubina total, 4cidos biliares totais) (31). Se necessario, em
funcio da toxicidade do produto quimico em estudo, poderdo analisar-se outros pardmetros de quimica clinica,
tais como a colinesterase, hormonas especificas ¢ os triglicéridos em jejum. Em termos gerais, deve adotar-se
uma perspetiva de flexibilidade, dependendo dos efeitos observados efou previstos do produto quimico em
causa.

Devem ser efetuadas andlises de urina a, pelo menos, dez machos e dez fémeas de cada grupo, em amostras
colhidas com a cronologia especificada para as andlises hematoldgicas e de quimica clinica. Se, num estudo
anterior, a 90 dias, efetuado com doses compardveis, ndo se tiverem detetado alteracdes dos pardmetros
analisados na urina, ndo ¢ necessirio efetuar as andlises previstas ao fim de trés meses. Uma recomendagio
de peritos relativa a estudos de patologia clinica (30) inclui a seguinte lista de parametros: aspeto, volume,
osmolalidade ou densidade, pH, proteinas totais e glucose. Podem também determinar-se os seguintes parame-
tros: corpos ceténicos, urobilinogénio, bilirrubina e sangue oculto. Pode ser necessdrio recorrer ainda a outros
pardmetros para investigar melhor os efeitos observados.

Em geral, considera-se que, nos estudos em cdes, é necessdrio dispor dos valores de base dos parimetros
hematoldgicos e de bioquimica clinica antes de iniciar a exposi¢io dos animais, 0 mesmo ndo sucedendo,
porém, no caso dos estudos em roedores (30). Se os dados de base histéricos (ver o ponto 50) forem
inadequados, pode, no entanto, ser necessario determinar os dados em falta.

Patologia
Autépsia macroscopica

Normalmente, deve ser realizada a todos os animais estudados uma aut6psia macroscpica completa e porme-
norizada através do exame cuidadoso da superficie exterior do corpo, dos orificios, das cavidades craniana,
torécica e abdominal e do contetido de cada uma destas. Todavia, pode igualmente prever-se que (no caso dos
grupos com destino a eutandsia intercalar e dos grupos satélites) as determinac¢des se limitem a pardmetros
fundamentais especificos, por exemplo, de neurotoxicidade ou de imunotoxicidade (ver o ponto 19). Ndo é
necessario autopsiar esses animais nem aplicar-lhes os procedimentos descritos nos pontos seguintes. Fica ao
critério do diretor do estudo decidir em que casos é necessdrio autopsiar animais sentinelas.

Deve determinar-se o peso dos drgdos de cada animal, com exce¢do dos excluidos no ponto 45. Removem-se
convenientemente todos os tecidos aderentes as glandulas suprarrenais, ao encéfalo, aos epididimos, ao coragdo,
aos rins, ao figado, aos ovdrios, ao bago, aos testiculos, a tiroide (com as glandulas paratiroides, sendo a
pesagem efetuada depois da fixacdo) e ao tdtero de todos os animais (exceto os moribundos e os que sejam
eutanasiados durante o estudo) e pesa-se cada um destes ainda hiimido o mais rapidamente possivel depois da
dissecagdo, para evitar que seque. Nos estudos em ratinhos, a pesagem das glandulas suprarrenais é facultativa.

Os tecidos a seguir indicados devem conservar-se no meio de fixagdo mais adequado ao tipo de tecido em causa
e ao exame histopatoldgico previsto (32) — os tecidos entre parénteses retos sdo facultativos:

todas as lesdes coracdo pancreas estomago (pré-estdbmago,
macroscopicas estomago glandular)
glandulas suprarrenais ileo glandulas paratiroides [dentes]

aorta jejuno nervo periférico testiculos

encéfalo (incluindo seccdes | rins hipéfise timo

dos hemisférios cerebrais,
do cerebelo e da medulaf
[protuberancia anelar)

cego glandulas lacrimais (exo- | prostata tiroide
-orbitais)

colo do ttero figado reto [lingua]
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glandulas de coagulacio

pulmdes

glandulas salivares

traqueia

c6lon ganglios linfticos (su- vesiculas seminais bexiga urindria
perficiais e profundos)
duodeno glandulas mamarias (ob- | musculo esquelético ttero, incluindo o colo do
rigatdrio no caso das fé- utero
meas e, nos machos, se
for claramente dissecd-
vel)
epididimo [vias respiratorias supe- | pele [ureteres]
riores, incluindo o nariz,
0s cornetos e 0s seios
paranasais]
olhos (incluindo a retina) | eséfago medula espinal (a trés [uretra]
niveis: cervical, medioto-
racico e lombar)
[fémur com articulacdo] [bolbo olfativo] baco vagina
vesicula biliar (exceto no | ovérios [esterno] seccdo da medula dssea

caso do rato)

efou uma pungdo recente

de medula 6ssea

glandulas de Harder

No caso dos 6rgdos emparelhados (por exemplo, os rins e as glandulas suprarrenais), devem ser conservados
ambos. Os resultados clinicos e outros podem aconselhar o exame de outros tecidos. Devem ser conservados
também todos os drgdos que as propriedades conhecidas do produto quimico em estudo indiciem que serdo
provavelmente afetados. Nos estudos por via dérmica, os drgdos a conservar sio ainda os constantes da lista
relativa a exposicdo por via oral, mas é essencial proceder igualmente a amostragem e a conservacio de pele do
local onde o produto quimico em estudo foi aplicado. Nos estudos por inalagdo, a lista de tecidos do aparelho
respiratério a conservar e a examinar deve seguir as recomendagdes dos capitulos B.8 (8) e B.29 (9) deste anexo.
A lista de outros orgdos e tecidos a examinar neste caso (além dos tecidos do aparelho respiratorio a conservar
ja especificados), é a estabelecida para a exposigdo por via oral.

Histopatologia

A referéncia 32 contém orientacdes sobre as melhores prdticas a seguir na realizacio de estudos de patologias
toxicoldgicas. Os exames histopatolgicos devem incidir, no minimo, no seguinte:

— todos os tecidos dos animais dos grupos de controlo e dos grupos expostos & dose mais elevada,
— todos os tecidos dos animais que morreram ou foram eutanasiados durante o estudo,
— todos os tecidos com anomalias macroscdpicas,

— os tecidos dos 6rgdos-alvo, e os tecidos que revelaram alteragdes atribuiveis a exposi¢do ao produto quimico
em estudo nos animais dos grupos expostos a dose mais elevada, de todos os animais de todos os outros
grupos expostos a uma dose do produto quimico,

— no caso dos 6rgdos emparelhados (por exemplo, os rins e as glandulas suprarrenais), devem examinar-se
ambos.

DADOS E RELATORIOS
Dados

Devem ser apresentados dados por animal relativos a todos os pardmetros avaliados. Esses dados devem ainda
ser resumidos num quadro, indicando, para cada grupo estudado, o niimero de animais no inicio do ensaio, o
nimero de animais que morreram durante o ensaio ou que foram eutanasiados, a hora de cada morte ou
eutandsia, 0 nimero de animais que apresentaram sinais de toxicidade, a descricio dos 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 de lesdes e a percentagem de animais que apresentaram cada tipo de
lesdo. Devem constar dos quadros de resumo dos dados as médias e os desvios-padrdo (no caso dos dados
continuos) correspondentes aos animais que apresentaram lesdes ou efeitos tdxicos, além do grau das lesdes.
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Os dados histéricos de controlo podem ser tteis para a interpretacdo dos resultados do estudo, por exemplo,
quando houver indica¢des de que os dados provenientes dos grupos de controlo em paralelo divergem signi-
ficativamente de dados recentes referentes a animais de controlo da mesma colénia e da mesma unidade de
ensaio. Caso sejam avaliados dados histéricos de controlo, estes devem provir do mesmo laboratério, reportar-se
a animais da mesma idade e estirpe e ter sido gerados nos cinco anos anteriores ao estudo em causa.

Quando pertinente, devem ser avaliados os resultados numéricos por um método estatistico corrente adequado.
Os métodos estatisticos e os dados a analisar devem ser escolhidos no planeamento do estudo (ponto 8). Nessa
escolha, devem ser previstos os ajustamentos em func¢do do grau de sobrevivéncia que se revelem necessarios.

Relatério dos ensaios

Dados a constar do relatério dos ensaios:

Produto quimico em estudo:

— natureza fisica, grau de pureza e propriedades fisico-quimicas,
— dados de identificagdo,

— proveniéncia,

— ntimero de lote,

— boletim de andlises quimicas.

Veiculo (se for o caso):

— justificagdo da escolha do veiculo (se ndo for dgua).

Animais estudados:

— espécie e estirpe utilizadas e justificagdo da op¢do tomada,

— ntimero, idade e sexo dos animais no inicio dos ensaios,

— proveniéncia, condi¢des de alojamento, dieta, etc.,

— peso de cada animal no inicio do ensaio.

Condices de realizacdo dos ensaios:

— fundamentacdo da via de administracdo e das doses escolhidas,
— métodos estatisticos utilizados na andlise dos dados, se for o caso,

— elementos relativos a formulagio do produto quimico em estudofa incorporacio do mesmo na dieta
fornecida aos animais,

— dados analiticos relativos a concentragdo atingida, estabilidade ¢ homogeneidade da preparagio,
— via de administragdo e elementos relativos & administragdo do produto quimico em estudo,
— no caso dos estudos por inalagdo: exposi¢do unicamente nasal ou de corpo inteiro,

— doses reais (mg/kg de peso corporal/dia) e, se for caso disso, fator de conversdo entre a concentragio do
produto quimico em estudo na dieta ou na dgua de beber (mg/kg ou ppm) e a dose real,

— eclementos sobre a qualidade dos alimentos e da 4gua.
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Resultados (apresentar quadros de resumo dos dados e os dados por animal):

— dados de sobrevivéncia,

— pesos corporais e alteracdes de peso corporal,

— consumo de alimentos, cédlculos da eficiéncia alimentar (se efetuados) e consumo de dgua (se for caso disso),
— dados das respostas toxicas em fun¢do do sexo e da dose administrada, incluindo os sinais de toxicidade,

— natureza, incidéncia (e, se quantificada, intensidade) e duragdo dos sinais clinicos observados (transitérios ou
permanentes),

— exame oftalmoldgico,

— andlises hematoldgicas,

— andlises de bioquimica clinica,

— andlises de urina,

— resultados dos estudos de neurotoxicidade ou de imunotoxicidade eventualmente efetuados,
— peso corporal terminal,

— peso de cada orgdo (e relagio com o peso corporal, se for caso disso),

— resultados das autdpsias,

— descricdo pormenorizada dos resultados histopatoldgicos resultantes da exposicdo dos animais ao produto
quimico em estudo,

— dados de absorgdo, se disponiveis.

Tratamento estatistico dos resultados, se for caso disso.

Discussdo dos resultados, nomeadamente:

— relacdes dose-resposta,

— andlise dos dados disponiveis sobre modos de acdo,

— discussdo dos eventuais modelos,

— determinacdo das doses de referéncia, do NOAEL e do LOAEL,
— dados histéricos de controlo,

— importancia para o ser humano.

Conclusdes:
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Apéndice 1

DEFINICAO

Produto quimico em estudo: qualquer substincia ou mistura 4 qual seja aplicado este método de ensaio.»

6) Os capitulos B.32 e B.33 sdo substituidos pelos seguintes textos:

«B.32 ESTUDOS DE CARCINOGENICIDADE

INTRODUCAO

Este método ¢ equivalente ao Test Guideline 451 (2009) da OCDE. O Test Guideline 451 (TG 451) inicial relativo
aos estudos de carcinogenicidade foi adotado em 1981. Entendeu-se necessirio rever o método B.32 para dar
conta da evolugdo recente no dominio do bem-estar animal e da regulamentacio (2)(3)(4)(5)(6). A atualizacdo do
método B.32 decorreu paralelamente a revisdo dos capitulos B.30 (“Estudos de toxicidade cronica") e B.33
("Estudos combinados de toxicidade crénica e carcinogenicidade") deste anexo. Visa-se obter mais dados a partir
dos animais utilizados nos estudos e dispor de mais elementos para a escolha das doses. O método B.32 foi
concebido para o ensaio de uma vasta gama de produtos quimicos, nomeadamente pesticidas e produtos
quimicos industriais. Alguns aspetos e requisitos podem, porém, ser diferentes no caso dos produtos farmacéu-
ticos (ver o documento de orientagdes "Guidance S1B on Testing for Carcinogenicity of Pharmaceuticals”, publicado
pela Conferéncia Internacional de Harmonizacio).

Na sua maioria, os estudos de carcinogenicidade sdo efetuados em roedores. Este método destina-se, portanto, a
ser aplicado, preferencialmente, a estudos em espécies de roedores. Caso seja necessdrio efetuar estudos noutras
espécies, devem aplicar-se os principios e procedimentos descritos neste método e no capitulo B.27 deste anexo
— "Estudo de toxicidade oral de dose repetida em espécies ndo roedoras com a duragdo de 90 dias" (6) —, com
as adaptagdes necessdrias. Para mais orientacdes, consultar o documento de orientagdes n.° 116 da OCDE,
relativo @ concegdo e realizagio de estudos de toxicidade crénica e de carcinogenicidade (7).

As trés vias principais de administra¢do nos estudos de carcinogenicidade sdo a via oral, a via dérmica e a via
inalatéria. A via de administracdo escolhida depende das caracteristicas fisico-quimicas do produto quimico em
estudo e da via predominante de exposi¢io humana. O documento de orientagdes n.° 116 (7) contém mais
informacdes sobre a escolha da via de exposicdo.

Este método centra-se na exposi¢do por via oral, que é a via habitualmente mais utilizada nos estudos de
carcinogenicidade. Embora possa também ser necessdrio efetuar estudos de carcinogenicidade por via dérmica ou
por inalagdo para avaliar o risco para a saide humana efou isso possa mesmo ser exigido pela regulamentacio
aplicdvel, estas duas vias de exposicdo sio bastante complexas do ponto de vista técnico e esses estudos tém de
ser concebidos para cada caso concreto. Porém, no que diz respeito as recomendagdes relativas aos periodos de
exposi¢do, aos pardmetros clinicos e patoldgicos e a outros aspetos, o0 método aqui descrito para caracterizagdo e
avaliagdo da carcinogenicidade por administragdo oral pode constituir a base de um protocolo para estudos por
inalacdo efou por via dérmica. A OCDE publicou orientagdes relativas ao estudo da administragdo de produtos
quimicos por via dérmica (7) e por inalagdo (7)(8). Para a concecdo de estudos a longo prazo com exposi¢do por
via inalatéria, recomenda-se especificamente a consulta dos capitulos B.8 (9) e B.29 (10) deste anexo e do
documento de orientagdes da OCDE relativo a ensaios de toxicidade aguda por inalagdo (8). No caso dos ensaios
por via dérmica, deve consultar-se o capitulo B.9 (11) deste anexo.

Os estudos de carcinogenicidade fornecem informagdes sobre os perigos para a satide que podem potencial-
mente advir da exposicdo repetida durante um periodo que pode abranger todo o tempo de vida da espécie
utilizada. Estes estudos fornecem informagdes sobre os efeitos toxicos do produto quimico em causa, incluindo o
potencial de carcinogénese, podendo indicar os 6rgdos afetados e a possibilidade de acumulacio. Podem igual-
mente servir para obter estimativas do nivel sem observagdo de efeitos adversos ("no observed adverse effect level",
NOAEL) para efeitos toxicos e, no caso dos produtos cancerigenos ndo genotdxicos, para respostas tumorais,
com base nas quais se podem estabelecer critérios de seguranga para a exposi¢gdo humana. Salienta-se a
necessidade de um exame clinico cuidadoso dos animais, de modo a obter-se 0 mdximo de informagio possivel.

Entre os objetivos dos estudos de carcinogenicidade efetuados por este método contam-se os seguintes:

— identificacdo das propriedades cancerigenas do produto quimico em estudo suscetiveis de aumentar a
incidéncia de neoplasias ou a proporcdo de neoplasias malignas, ou de reduzir o tempo que as neoplasias
demoram a surgir, comparativamente aos grupos de controlo em paralelo,

— identificacdo do 6rgdo ou orgios afetados pela carcinogénese,

— identificacdo do tempo que as neoplasias demoram a surgir,
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— caracterizagdo de relagdes entre a dose administrada e a resposta tumoral,

— determinacgdo de niveis sem observacdo de efeitos adversos (NOAEL) ou ponto de partida para o estabele-
cimento de doses de referéncia,

— extrapolagdo de efeitos cancerigenos para doses baixas de exposicdo humana,
— obtenc¢do de dados para verificagdo de hipdteses relativas a modos de agdo (2)(7)(12)(13)(14)(15).

CONSIDERACOES INICIAIS

7. Antes de efetuar um estudo com vista a caracterizagdo e avaliagdo da carcinogenicidade potencial de um produto
quimico, o laboratdrio que efetuard os ensaios deve ponderar todas as informagdes disponiveis sobre o produto
quimico em causa, a fim de adaptar o estudo de modo a melhorar a eficiéncia da determinagdo do potencial
cancerigeno e para minimizar o recurso a animais. E especialmente importante conhecer e ter em conta 0 modo
de agdo do agente cancerigeno suspeito (2)(7)(12)(13)(14)(15), dado que a concecdo dtima do estudo pode ser
diferente consoante o produto quimico em causa seja ou ndo um agente cancerigeno/genotoxico reconhecido ou
se suspeite ou ndo de que o possa ser. Para mais orienta¢des sobre o modo de agdo, consultar o documento de
orientacdes n.° 116 (9).

8. Entre os elementos que podem ser tteis na concegdo do estudo contam-se a identidade, a estrutura quimica e as
propriedades fisico-quimicas do produto quimico em causa, resultados de ensaios de toxicidade (incluindo de
genotoxicidade) in vitro ou in vivo, as utilizagdes previstas, o potencial de exposi¢do humana, dados (Q)SAR —
"(quantitative) structure-activity relationships", relagdes (quantitativas) estrutura/atividade — e dados de mutagenici-
dade/genotoxicidade, carcinogenicidade e outros dados toxicoldgicos disponiveis sobre produtos quimicos es-
truturalmente afins, dados toxicocinéticos disponiveis (dados cinéticos associados a uma dose tinica ou a doses
multiplas) e dados provenientes de outros estudos com exposicdo repetida. S6 deve proceder-se a determinagio
da carcinogenicidade depois de obtidos dados de toxicidade preliminares provenientes de estudos de toxicidade
com repeticio da dose administrada durante 28 efou 90 dias. Os ensaios a curto prazo da promogdo do
desencadeamento de cancros também podem fornecer informagdes tteis. Deve ponderar-se uma abordagem
faseada dos ensaios de carcinogenicidade no ambito da avaliagdo global dos potenciais efeitos adversos na saide
do produto quimico em estudo (16)(17)(18)(19).

9. Antes de iniciar o estudo, devem ser escolhidos, com base no plano experimental e nos objetivos estabelecidos,
os métodos estatisticos mais adequados para a andlise dos resultados. Entre outros aspetos a considerar, é
necessario determinar se o tratamento estatistico deverd contemplar ajustamentos em fun¢do do grau de
sobrevivéncia, a andlise do risco tumoral acumulado em fun¢do do tempo de sobrevivéncia e a andlise do
tempo que os tumores demorar a surgir, bem como que tipo de andlise deve efetuar-se no caso da morte
prematura de todos os animais de um ou mais grupos. Para orienta¢cdes sobre as andlises estatisticas mais
adequadas e informacdo sobre as referéncias bibliograficas fundamentais dos métodos estatisticos internacional-
mente reconhecidos, deve consultar-se 0 documento de orientacdes n.° 116 (7), assim como o documento de
orientagdes n.° 35, relativo a andlise e avaliagdo de estudos de toxicidade crénica e de carcinogenicidade (20).

10. Ao realizar um estudo de carcinogenicidade, recomenda-se que sejam sempre seguidos os principios e conside-
ragdes orientadores enunciados no Guidance Document on the recognition, assessment, and use of clinical signs as
humane endpoints for experimental animals used in safety evaluation (n.°19) da OCDE (21), nomeadamente os
expressos no ponto 62 do mesmo, cuja traducdo é a seguinte: "Nos estudos com repeticio da dose administrada,
se um animal evidenciar sinais clinicos progressivos da deterioragio do seu estado, deve tomar-se uma decisdo com
conhecimento de causa sobre se deve ou ndo ser eutanasiado. Para isso, deve ponderar-se, nomeadamente, o valor das
informagdes que seriam obtidas no caso de o animal continuar integrado no estudo, relativamente ao estado geral do mesmo.
Caso se decida manter o animal no estudo, deve aumentar-se, tanto quanto necessdrio, a frequéncia dos exames que lhe sdo
efetuados. Também € possivel, sem prejudicar a finalidade do ensaio, suspender temporariamente a administragdo do produto
quimico em estudo — se isso reduzir a dor ou sofrimento do animal — ou reduzir a dose administrada".

11. Para orientagdes pormenorizadas sobre os principios aplicdveis a escolha das doses para estudos de toxicidade
crénica e de carcinogenicidade e uma discussio dos mesmos, recomenda-se a consulta do documento de
orientagdes n.° 116 (7) e das publicacdes com as referéncias 22 e 23 do International Life Sciences Institute. A
estratégia de base para escolha das doses depende do objetivo ou objetivos principais do estudo (ver o ponto 6).
Para escolher doses adequadas, importa estabelecer um equilibrio entre, por um lado, a identificagdo dos perigos
em jogo e, por outro, a caracterizagdio e importancia das respostas as doses reduzidas. Este equilibrio é
especialmente necessério quando se realizam estudos combinados de toxicidade crénica e de carcinogenicidade
(capitulo B.33 deste anexo) — ver o ponto 12.

12. Deve ponderar-se a oportunidade de efetuar um estudo combinado de toxicidade cronica e de carcinogenicidade
(capitulo B.33 deste anexo), em vez de efetuar separadamente um estudo de toxicidade crénica (capitulo B.30
deste anexo) e um estudo de carcinogenicidade (o presente método B.32). O estudo combinado é mais favordvel,
em termos de tempo e de custos, do que dois estudos distintos e ndo prejudica a qualidade dos dados obtidos na
etapa de toxicidade crénica nem na etapa de carcinogenicidade. Ao efetuar um estudo combinado de toxicidade
crénica e de carcinogenicidade (capitulo B.33 deste anexo), é, porém, necessirio prestar especial aten¢do aos

principios relativos a escolha das doses (pontos 11 e 22 a 25). Reconhece-se, porém, que determinadas
regulamentagdes podem exigir a realiza¢do de estudos separados.
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13.

14.

15.

16.

17.

18.

No final do capitulo e no documento de orientacdes n.° 116 (7) definem-se alguns conceitos utilizados neste
método.

PRINCIPIO DO METODO

Administra-se diariamente, normalmente por via oral, o produto quimico em estudo a varios grupos de animais,
em doses crescentes de grupo para grupo, durante grande parte do tempo de vida dos animais. A via inalatéria
ou a via dérmica também podem ser adequadas. Verifica-se atentamente se os animais evidenciam sinais de
toxicidade ou se neles estdo a desenvolver-se lesdes neopldsicas. Autopsia-se os animais que morrem ou so
eutanasiados durante os ensaios. No final dos ensaios, eutanasia-se e autopsia-se os animais sobreviventes.

DESCRICAO DO METODO
Escolha da espécie animal

Este método trata, em especial, da caracterizacdo e avaliagdo da carcinogenicidade em roedores (ver o ponto 2).
Pode ponderar-se o recurso a outras espécies se os dados disponiveis indicarem que as espécies em causa
permitem prever melhor os efeitos na satide humana. E necessario justificar a escolha da espécie. Embora possa
recorrer-se a outras espécies de roedores, como o ratinho, a espécie preferida é o rato. Se bem que os estudos de
carcinogenicidade no ratinho possam ser de pouca utilidade (24)(25)(26), alguns programas obrigatérios con-
tinuam a exigir ensaios de carcinogenicidade nessa espécie, a menos que se demonstre que, do ponto de vista
cientifico, este estudo ndo é necessdrio. O rato e o ratinho constituem os modelos experimentais preferidos
devido a sua longevidade relativamente reduzida, a sua utilizagdo generalizada em estudos farmacoldgicos e
toxicoldgicos, a sua sensibilidade a indu¢do de tumores e a disponibilidade de estirpes suficientemente caracte-
rizadas destas espécies. Em consequéncia disto, dispde-se de numerosos dados sobre a fisiologia e patologia
destes animais. O documento de orienta¢des n.° 116 (7) contém mais informacdes sobre a escolha da espécie e
da estirpe.

Devem ser utilizados animais adultos, jovens e sauddveis de estirpes laboratoriais correntes. De preferéncia, o
estudo de carcinogenicidade deve ser realizado com animais da mesma estirpe e proveniéncia que os utilizados
no estudo ou estudos preliminares mais curtos. Todavia, se os animais da estirpe e proveniéncia em questdo ndo
corresponderem reconhecidamente aos critérios normalmente aceites de sobrevivéncia em estudos de longo
prazo — ver o documento de orientagdes n.° 116 (7) —, deve ponderar-se a utilizacdo de uma estirpe animal
cuja taxa de sobrevivéncia no estudo a longo prazo seja aceitdvel. As fémeas utilizadas devem ser nuliparas e ndo
podem estar grdvidas.

Condicdes de alojamento e de alimentagio

Os animais podem ser alojados individualmente ou em pequenos grupos do mesmo sexo. E necessdrio justificar
cientificamente a opcdo pelo alojamento individual (27)(28)(29). As gaiolas devem ser dispostas de forma a
minimizar possiveis efeitos derivados do seu posicionamento. A temperatura do biotério deve ser de 22 °C
+3°C. A humidade relativa deve estar compreendida entre 50 % e 60 %, embora sejam aceitdveis valores
compreendidos entre 30 %, no minimo, e um valor mdximo que, preferencialmente, nio deve exceder 70 %,
salvo durante os perfodos de limpeza do biotério. A iluminagdo deve ser artificial, com uma sequéncia de 12
horas de luz seguidas de 12 horas de escuriddo. Na alimentacdo, podem utilizar-se dietas convencionais de
laboratério e deve ser fornecida dgua de beber sem restri¢des. A dieta deve satisfazer as necessidades nutricionais
da espécie estudada. Os teores de contaminantes da dieta — residuos de pesticidas, poluentes organicos persis-
tentes, fitoestrogénios, metais pesados, micotoxinas e outros — podem influenciar os resultados dos ensaios e
devem ser os mais baixos possiveis. E necessirio obter periodicamente dados analiticos relativos aos teores de
nutrientes e de contaminantes da dieta, pelo menos no inicio do estudo e quando se muda de lote. Estes dados
devem constar do relatério final. E igualmente necessirio dispor de dados analiticos da dgua de beber utilizada
no estudo. Quando o produto quimico em estudo é administrado por via alimentar, a escolha da dieta pode ser
influenciada pela necessidade de nela misturar convenientemente esse produto quimico e de satisfazer simulta-
neamente as exigéncias nutricionais dos animais.

Preparagio dos animais

Os animais utilizados devem ser sauddveis e ter sido aclimatados as condi¢des laboratoriais durante, pelo menos,
sete dias e ndo devem ter participado em experiéncias anteriores. No caso dos roedores, a administracdo do
produto quimico em estudo deve iniciar-se logo que possivel apés o desmame e a aclimatagdo, de preferéncia
antes de os animais completarem oito semanas. E necessdrio caracterizar a espécie, a estirpe, a proveniéncia, o
sexo, 0 peso e a idade dos animais utilizados no estudo. No inicio do estudo, as diferencas de peso entre os
animais de cada sexo devem ser minimas, ndo se desviando mais de 20 % do peso médio de todos os animais de
cada sexo nele utilizados. Distribuem-se aleatoriamente os animais pelos grupos de controlo e pelos grupos
expostos. Depois da distribui¢do aleatéria dos animais, a média de peso corporal ndo deve diferir significativa-
mente de grupo para grupo de animais do mesmo sexo. Se houver diferengas com significado estatistico, os
animais devem, se possivel, ser redistribuidos aleatoriamente. Deve atribuir-se a cada animal um ntimero de
identificagdo Gnico, com o qual o animal seja identificado por tatuagem, implantacio de microchip ou outro
método adequado.
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19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

PROCEDIMENTO
Namero e sexo dos animais

Devem ser utilizados animais de ambos os sexos. O niimero de animais utilizados deve ser suficiente para uma
avaliacdo bioldgica e estatistica aprofundada. Cada grupo de dose e cada grupo de controlo em paralelo nio
deve, portanto, ter menos de 50 animais de cada sexo. Consoante a finalidade do estudo, poderd aumentar-se a
representatividade estatistica das principais estimativas distribuindo desigualmente os animais pelos vérios grupos
de dosagem, constituindo grupos com mais de 50 animais para as doses mais baixas, por exemplo, para estimar
o potencial cancerigeno a doses baixas. Todavia, importa ter presente que um aumento ligeiro do tamanho dos
grupos aumenta relativamente pouco a representatividade estatistica do estudo. O documento de orientagdes
n°116 (7) contém mais informagdes sobre a concecdo estatistica do estudo e a escolha das doses para
maximizar a representatividade estatistica.

Eutandsias intercalares e grupos satélites (sentinelas)

Caso se justifique do ponto de vista cientifico, pode prever-se a realizagio de eutandsias intercalares, por
exemplo, ao fim de doze meses, para obter informacdes sobre a evolugdo das alteracdes neopldsicas, bem
como dados mecanisticos. Caso ji se disponha desses dados, obtidos em estudos de toxicidade por dose repetida
realizados com o produto quimico em causa, as eutandsias em questio podem ndo se justificar cientificamente.
Caso esteja prevista no estudo a realizagdo de eutandsias intercalares, o ndmero de animais a utilizar com essa
finalidade em cada grupo de dose é normalmente de dez de cada sexo. Nesse caso, o nimero total de animais
utilizado no estudo deve ser aumentado no niimero de animais a eutanasiar antes da conclusdo do mesmo. Pode
prever-se um grupo de animais sentinelas (habitualmente cinco animais de cada sexo) para verificar, se neces-
sdrio, o aparecimento de doencas durante o estudo (30). Para mais informagdes, consultar o documento de
orientacdes n.° 116 (7).

Grupos de dose e dosagens

O documento de orientagdes n.° 116 (7) contém orienta¢des relativas a todos os aspetos relacionados com a
escolha das doses e os intervalos entre estas. Devem ser utilizados pelo menos trés doses e um controlo em
paralelo. As doses baseiam-se, normalmente, nos resultados de estudos exploratérios das doses ou de estudos de
dose repetida por perfodos mais curtos e devem atender aos dados toxicoldgicos e toxicocinéticos disponiveis
sobre o produto quimico em estudo ou produtos quimicos afins.

A menos que tal dose esteja limitada pelas caracteristicas fisico-quimicas ou pelos efeitos bioldgicos do produto
quimico em estudo, deve escolher-se para dose mais elevada o nivel que permita identificar os principais 6rgdos
afetados e os efeitos toxicos principais sem causar sofrimento, efeitos téxicos intensos, morbidez nem morta-
lidade. Tendo presente o referido no ponto 23, normalmente escolhe-se para dose mais elevada uma dose que
induza efeitos téxicos, evidenciados, por exemplo, por uma redugdo (aproximadamente de 10 %) do ganho de
peso corporal. Todavia, consoante os objetivos do estudo (ver o ponto 6), pode escolher-se uma dose maxima
inferior a que evidencia efeitos téxicos, por exemplo, se essa dose induzir um efeito adverso preocupante, mas
com pouca influéncia na longevidade ou no peso corporal dos animais.

Podem ser escolhidos doses e intervalos entre doses que permitam estabelecer uma relagdo dose-resposta e,
consoante 0 modo de agdo do produto quimico em estudo, determinar um NOAEL ou outro resultado
pretendido do estudo, por exemplo, uma dose de referéncia (ver o ponto 25) ao nivel de dose mais baixo.
Entre os fatores a ter em conta na escolha das doses mais baixas, contam-se o declive esperado da curva dose-
-resposta, as doses as quais podem ocorrer alteracdes importantes ao nivel metabdlico ou do modo da acdo
toxica, o nivel ao qual se prevé a ocorréncia de um limiar e o nivel ao qual se prevé fixar o ponto de partida de
extrapolacdes para doses mais baixas.

O intervalo entre as doses depende das caracteristicas do produto quimico em estudo e ndo pode ser prescrito
neste método. Contudo, a utilizacdo de intervalos definidos por um fator de 2 a 4 entre doses consecutivas dd
frequentemente bons resultados nestes ensaios, sendo muitas vezes melhor ensaiar um quarto grupo do que
recorrer a intervalos muito grandes (por exemplo, mais do que um fator de 6 a 10) entre as dosagens. Em geral,
sdo de evitar fatores superiores a 10. Caso contrario, é necessdrio justificd-los.

Conforme se explica mais em pormenor no documento de orientagdes n.° 116 (7), entre os aspetos a ter em
conta na escolha das doses contam-se os seguintes:

— relacdes ndo lineares ou pontos de inflexdo conhecidos ou de que se suspeite na curva dose-resposta,

— aspetos toxicocinéticos e doses as quais ocorra, ou ndo ocorra, inducio metabdlica, saturacio ou ndo
linearidade entre as doses externas e as doses internas,

— lesdes precursoras, marcadores de efeitos ou indicadores de processos bioldgicos fundamentais subjacentes
em curso,

— aspetos fundamentais (ou de que se suspeite) do modo de acdo, tais como as doses as quais comegam a
manifestar-se efeitos citotdxicos, os niveis hormonais sdo perturbados, os mecanismos homeostdticos colap-
sam, etc.,
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26.

27.

28.

29.

30.

31.

— regides da curva dose-resposta que necessitam de estimativas especialmente rigorosas, por exemplo, perto da
dose de referéncia prevista ou da dose a qual se suspeite corresponder um limiar,

— niveis previstos de exposi¢do humana.

O grupo de controlo deve ser um grupo ndo exposto ao produto quimico em estudo ou, se for usado um
veiculo para administrar o produto quimico, um grupo de controlo do veiculo. Salvo no que respeita a exposigao
ao produto quimico em estudo, os animais do grupo de controlo devem ser tratados do mesmo modo que os
animais dos grupos ensaiados. Caso se utilize um veiculo, o grupo de controlo deve receber o volume mdximo
de veiculo utilizado nos grupos expostos ao produto quimico em estudo. Se o produto quimico for administrado
por via da dieta e reduzir significativamente a quantidade desta ingerida por lhe conferir menor palatabilidade,
um grupo de controlo adicional alimentado do mesmo modo, em paralelo, pode constituir um grupo de
controlo mais adaptado.

Preparagio das doses e administragio do produto quimico em estudo

O produto quimico em estudo ¢ normalmente administrado por via oral, através da dieta ou da dgua de beber
ou por intermédio de uma sonda esofdgica. O documento de orientagdes n.° 116 (7) contém mais informagdes
sobre vias e métodos de administracdo. A via e 0 método de administragio dependem do objetivo do estudo,
bem como das propriedades fisico-quimicas e biodisponibilidade do produto quimico em causa e da via e do
método de exposicio humana predominantes. £ necessirio fundamentar a via e o método de administracio
escolhidos. Por razdes de bem-estar animal, normalmente s deve optar-se pela utilizagio de uma sonda
esofdgica no caso dos agentes relativamente aos quais a via oral e este método de administracdo representem
razoavelmente a exposi¢cdo humana potencial (por exemplo, através da ingestdo de produtos farmacéuticos). No
caso dos produtos quimicos ingeridos com os alimentos ou disseminados no ambiente, nomeadamente pesti-
cidas, a administracdo habitual é por incorpora¢do na dieta ou na dgua de beber. Todavia, para outros cendrios
— caso da exposi¢do profissional —, pode justificar-se a administracio por outras vias.

Se necessdrio, pode suspender-se ou dissolver-se o produto quimico em estudo num veiculo apropriado. Devem
ser tidos em conta as seguintes caracteristicas que se justifiquem do veiculo e de outros aditivos: efeitos na
absorgdo, na distribui¢do, no metabolismo ou na retencdo do produto quimico em causa, efeitos nas proprie-
dades quimicas do produto quimico em estudo suscetiveis de alterarem as caracteristicas toxicas do mesmo e
efeitos no consumo de alimentos, na ingestdo de dgua ou no estado nutricional dos animais. Recomenda-se que,
sempre que possivel, a primeira opcdo seja uma solugdo ou suspensio aquosa; caso tal ndo seja vidvel, pode
optar-se por uma solu¢do ou emulsio num 6leo (por exemplo, em 6leo de milho); em dltimo caso, poderd
recorrer-se a uma solucdo noutro veiculo. Se o veiculo utilizado ndo for dgua, é necessdrio conhecer as suas
caracteristicas de toxicidade. Deve dispor-se de informacdes sobre a estabilidade do produto quimico em estudo e
a homogeneidade das solugdes ou ragdes de dosagem (consoante o caso) nas condi¢des de administracio (por
exemplo, por via da dieta).

E importante assegurar que a quantidade de um produto quimico em estudo administrada através da dieta ou da
dgua de beber ndo interfere nas exigéncias normais de nutricdo nem no equilibrio hidrico. No caso dos estudos
de toxicidade a longo prazo nos quais o produto quimico seja administrado pela via alimentar, a concentragdo
deste nos alimentos ndo deve, normalmente, exceder 5 % da ragdo total, a fim de evitar desequilibrios nutri-
cionais. Se o produto quimico em estudo for administrado por via da dieta, pode optar-se por concentragdes
constantes nesta (mg/kg de alimentos ou ppm) ou por doses constantes em relacio ao peso corporal do animal
(mg/kg de peso corporal), calculadas semanalmente. Deve indicar-se a op¢do tomada.

Em caso de administracio por via oral, os animais recebem uma dose quotidiana (sete dias por semana) do
produto quimico em estudo, no caso dos roedores normalmente durante 24 meses (ver também o ponto 32), E
necessdrio justificar qualquer outro regime de dosagem (por exemplo, cinco dias por semana). Em caso de
administracdo por via dérmica, os animais sdo normalmente expostos ao produto quimico em estudo durante,
pelo menos, seis horas por dia, sete dias por semana, conforme se descreve no capitulo B.9 (11) deste anexo, ao
longo de 24 meses. A exposi¢do por via inalatdria é efetuada durante seis horas por dia, sete dias por semana.
Todavia, caso se justifique, também podem expor-se os animais durantecinco dias por semana. O periodo de
exposicdo neste caso ¢ normalmente de 24 meses. Se espécies que ndo o rato forem sujeitas a exposicdo
unicamente nasal, pode ajustar-se a duracdo médxima da exposicdo para minimizar a tensio gerada na espécie
em causa. Se a duragdo da exposigdo for inferior a seis horas por dia, é necessdrio fundamentd-lo. Ver também o
capitulo B.8 (9) deste anexo.

A administragdo do produto quimico aos animais por meio de uma sonda esofdgica deve efetuar-se & mesma
hora do dia por meio de um tubo estomacal ou de uma canula de intubagdo adequada. Normalmente, adminis-
tra-se a dose didria de uma s6 vez. Porém, se o produto quimico for, por exemplo, um irritante local, pode
repartir-se a mesma dose didria por dois momentos. O volume méximo de liquido que pode ser administrado de
cada vez depende do tamanho do animal e deve ser o minimo possivel. No caso dos roedores, normalmente nio
deve exceder 1 ml/100 g de peso corporal (31). Para minimizar diferencas entre volumes administrados, Devem
ser efetuados ajustes nas concentragdes, de forma que o volume seja 0 mesmo para todas as doses. Excetuam-se
os produtos quimicos potencialmente corrosivos ou irritantes, que tém de ser diluidos para evitar efeitos locais
intensos. Devem evitar-se concentragdes que possam provocar efeitos corrosivos ou irritantes no tubo digestivo.
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33.

34.

35.

36.

37.

Duracio do estudo

No caso dos roedores, normalmente a duragio do estudo é de 24 meses, o que representa grande parte do
tempo de vida dos animais utilizados. Consoante o tempo de vida dos animais da estirpe de espécie utilizada no
estudo, este pode ser mais curto ou mais longo, mas ¢ necessario justificd-lo. No caso de determinadas estirpes
de ratinhos (por exemplo, AKR[], C3H/] ou C57BL/6]), pode ser adequada uma duragdo do estudo de 18 meses.
Seguem-se algumas orientagdes sobre a duragdo do estudo, o termo deste e a sobrevivéncia. Para mais orien-
tagdes, nomeadamente no que respeita aos critérios para considerar a carcinogenicidade negativa com base na
sobrevivéncia dos animais estudados, consultar o documento de orientagdes n.° 116 da OCDE, relativo a
concegdo e realizagdo de estudos de toxicidade crénica e de carcinogenicidade (7).

— deve ponderar-se por termo ao estudo quando o niimero de sobreviventes do grupo exposto a dose mais
baixa ou do grupo de controlo descer abaixo de 25 %,

— se apenas morrerem prematuramente devido a efeitos téxicos animais do grupo exposto a dose mais elevada,
ndo deve por-se termo ao estudo,

— a sobrevivéncia dos animais deve ser examinada separadamente para cada sexo,

— o estudo ndo deve prolongar-se além do estddio em que os dados dele extraiveis deixam de ser suficientes
para validar uma avaliacdo estatistica.

EXAMES

Normalmente no inicio e no final de cada dia, incluindo fins de semana e feriados, devem verificar-se os casos de
morbidez ou mortalidade no conjunto dos animais. Verifica-se igualmente, uma vez por dia, se os animais tém
sinais com importancia toxicoldgica, tendo em conta, no caso da administragdo por sonda esofdgica, o periodo
previsto de efeitos mais acentuados apds a administracio do produto quimico. Deve prestar-se especial atenc¢do
ao desenvolvimento de tumores, registando-se o tempo decorrido até ao aparecimento destes e o local, as
dimensdes, o aspeto e a progressio de cada tumor visivel na observacdio macroscopica ou identificdvel por
palpacdo.

Peso corporal, consumo de alimentos e de dgua, eficiéncia alimentar

Todos os animais devem ser pesados no inicio da exposi¢do, pelo menos uma vez por semana nas primeiras
treze semanas e, a partir dai, pelo menos uma vez por més. Deve medir-se o consumo de alimentos e a eficiéncia
alimentar pelo menos uma vez por semana nas primeiras treze semanas e, a partir daf, pelo menos uma vez por
més. Se o produto quimico em estudo for administrado através da dgua de beber, deve medir-se o consumo de
dgua pelo menos uma vez por semana nas primeiras treze semanas e, a partir dai, pelo menos uma vez por més.
Pode ser util medir o consumo de dgua também no caso dos estudos em que se verifiquem alteragdes do
comportamento dos animais a esse nivel.

Andlises hematoldgicas e de bioquimica clinica e outras determinages

A fim de extrair um mdximo de informacdes do estudo, sobretudo no que respeita a0 modo de agdo, fica ao
critério do diretor do estudo proceder a colheita de amostras de sangue para andlises hematoldgicas e de
bioquimica clinica. Pode também ser til efetuar andlises de urina. Para mais orientagdes sobre o interesse da
colheita dessas amostras num estudo de carcinogenicidade, consultar o documento de orienta¢des n.° 116 (7). Se
forem consideradas tteis, pode proceder-se a colheita de amostras de sangue para andlises hematoldgicas e de
bioquimica clinica, bem como de amostras de urina para as andlises respetivas, quando das eutandsias interca-
lares (ver o ponto 20) e a, pelo menos, dez animais de cada sexo, por grupo, no termo do estudo. As amostras
de sangue devem ser colhidas, sob anestesia, num ponto determinado a indicar, por exemplo, por pungio
cardiaca ou no seio retro-orbital. Se for necessdrio conserva-las, devem sé-lo em condigdes adequadas. Podem
igualmente preparar-se esfregacos de sangue para exame, em especial se o 6rgdo afetado for a medula dssea.
Todavia, tem sido questionada (32) a utilidade deste exame para a avaliagdo do potencial cancerigeno/oncogé-
nico.

PATOLOGIA
Autdpsia macroscpica

Deve ser realizada a todos os animais estudados — exceto os animais sentinelas (ver o ponto 20) e outros
animais satélites — uma autdpsia macroscopica completa e pormenorizada através do exame cuidadoso da
superficie exterior do corpo, dos orificios, das cavidades craniana, tordcica e abdominal e do contetddo de cada
uma destas. Fica ao critério do diretor do estudo decidir em que casos ¢ necessario autopsiar animais sentinelas
ou outros animais satélites. A pesagem de 6rgdos normalmente nio faz parte dos estudos de carcinogénese, dado
que as alteragdes geridtricas e o desenvolvimento de tumores em fases avangadas diminuem a utilidade dessas
pesagens. Todavia, estas pesagens podem ter muita importancia nas avaliagdes baseadas na suficiéncia da prova,
sobretudo no que respeita a0 modo de acdo. Se fizerem parte de estudos satélites, devem recolher-se estes dados
0 mais tardar um ano apds o inicio do estudo.

Os tecidos a seguir indicados devem conservar-se no meio de fixacdo mais adequado ao tipo de tecido em causa
e ao exame histopatoldgico previsto (33) — os tecidos entre parénteses retos sdo facultativos:
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todas as lesdes coragao pancreas estomago (pré-estdbmago,
macroscopicas estomago glandular)
glandulas suprarrenais ileo glandulas paratiroides [dentes]
aorta jejuno nervo periférico testiculos
encéfalo (incluindo secgdes | rins hipéfise timo
dos hemisférios cerebrais,
do cerebelo e da medulaf
[protuberancia anelar)
cego glandulas lacrimais (exo- | prostata tiroide
-orbitais)
colo do dtero figado reto [lingua]
glandulas de coagulagio pulmdes glandulas salivares traqueia

c6lon ganglios linfticos (su- vesiculas seminais bexiga urindria
perficiais e profundos)
duodeno glandulas mamdrias (ob- | musculo esquelético titero, incluindo o colo do
rigatério no caso das fé- ttero
meas e, nos machos, se
for claramente dissecd-
vel)
epididimo [vias respiratdrias supe- | pele [ureteres]
riores, incluindo o nariz,
0S cornetos e os seios
paranasais]
olhos (incluindo a retina) | eséfago medula espinal (a trés [uretra]
niveis: cervical, medioto-
rdcico e lombar)
[fémur com articulagio] [bolbo olfativo] baco vagina
vesicula biliar (exceto no | ovérios [esterno] seccdo da medula dssea

caso do rato)

efou uma pungdo recente
de medula dssea

glandulas de Harder

No caso dos 6rgdos emparelhados (por exemplo, os rins e as glandulas suprarrenais), devem conservar-se ambos.
Os resultados clinicos ou outros podem aconselhar o exame de outros tecidos. Devem conservar-se também
todos os 6rgdos que as propriedades conhecidas do produto quimico em estudo indiciem que serdo provavel-
mente afetados. Nos estudos por via dérmica, os érgdos a conservar sio ainda os constantes da lista relativa a
exposi¢do por via oral, mas é essencial proceder igualmente a amostragem e a conservacio de pele do local onde
o produto quimico em estudo foi aplicado. Nos estudos por inalacdo, a lista de tecidos do aparelho respiratério a
conservar e a examinar deve seguir as recomendagdes dos capitulos B.8 e B.29 deste anexo. A lista de outros
6rgios e tecidos a examinar neste caso (além dos tecidos do aparelho respiratério a conservar ji especificados) é
a estabelecida para a exposigdo por via oral.

Histopatologia

A referéncia 33 contém orientacdes sobre as melhores prdticas a seguir na realizagdo de estudos de patologias
toxicol()gicas. Os exames devem incidir, no minimo, nos seguintes tecidos:

— todos os tecidos dos animais dos grupos de controlo e dos grupos expostos a dose mais elevada,
— todos os tecidos dos animais que morreram ou foram eutanasiados durante o estudo,
— todos os tecidos com anomalias macroscdpicas, incluindo tumores,

— os tecidos que revelaram alteragdes histopatoldgicas atribuiveis a exposi¢do do produto quimico em estudo
nos animais dos grupos expostos a dose mais elevada, de todos os animais de todos os outros grupos
expostos a uma dose do produto quimico,

— no caso dos 6rgdos emparelhados (por exemplo, os rins e as glandulas suprarrenais), devem examinar-se
ambos.
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39.

40.

41.

42.

DADOS E RELATORIOS
Dados

Deve apresentar-se os dados por animal relativos a todos os pardmetros avaliados. Esses dados devem ainda ser
resumidos num quadro, indicando, para cada grupo estudado, o nimero de animais no inicio do ensaio, o
nimero de animais que morreram durante o ensaio ou que foram eutanasiados, a hora de cada morte ou
eutandsia, o nimero de animais que apresentaram sinais de toxicidade, a descri¢do dos sinais de toxicidade
observados, nomeadamente o momento do seu aparecimento e a sua duragdo e intensidade, o niimero de
animais que apresentaram lesdes, o tipo de lesdes e a percentagem de animais que apresentaram cada tipo de
lesdo. Devem constar dos quadros de resumo dos dados as médias e os desvios-padrdo (no caso dos dados
continuos) correspondentes aos animais que apresentaram lesdes ou efeitos toxicos, além do grau das lesdes.

Os dados histéricos de controlo podem ser tteis para a interpretacdo dos resultados do estudo, por exemplo,
quando houver indicagdes de que os dados provenientes dos grupos de controlo em paralelo divergem signi-
ficativamente de dados recentes referentes a animais de controlo da mesma colénia e da mesma unidade de
ensaio. Caso sejam avaliados dados histéricos de controlo, estes devem provir do mesmo laboratério, reportar-se
a animais da mesma idade e estirpe e ter sido gerados nos cinco anos anteriores ao estudo em causa.

Quando pertinente, devem avaliar-se os resultados numéricos por um método estatistico corrente adequado. Os
métodos estatisticos e os dados a analisar devem ser escolhidos no planeamento do estudo (ponto 9). Nessa
escolha, devem prever-se os ajustamentos em funcdo do grau de sobrevivéncia que se revelem necessdrios.

Relatério dos ensaios

Dados a constar do relatério dos ensaios:

Produto quimico em estudo:

— natureza fisica, grau de pureza e propriedades fisico-quimicas,
— dados de identificacdo,

— proveniéncia,

— ntmero de lote,

— boletim de analises quimicas.

Veiculo (se for o caso):

— justificagdo da escolha do veiculo (se ndo for dgua).

Animais estudados:

— espécie e estirpe utilizadas e justificagio da opgdo tomada,

— namero, idade e sexo dos animais no inicio dos ensaios,

— proveniéncia, condigdes de alojamento, dieta, etc.,

— peso de cada animal no inicio do ensaio.

Condicdes de realizacdo dos ensaios:

— fundamentagdo da via de administragio e das doses escolhidas,
— métodos estatisticos utilizados na andlise dos dados, se for o caso,

— elementos relativos a formulagdo do produto quimico em estudofa incorporagio do mesmo na dieta
fornecida aos animais,

— dados analiticos relativos a concentragdo atingida, estabilidade e homogeneidade da preparagdo,
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— via de administragdo e elementos relativos & administragdo do produto quimico em estudo,

— no caso dos estudos por inalagdo: exposi¢do unicamente nasal ou de corpo inteiro,

— doses reais (mg/kg de peso corporal/dia) e, se for caso disso, fator de conversdo entre a concentragio do
produto quimico em estudo na dieta ou na dgua de beber (mg/kg ou ppm) e a dose real,

— pormenores relativos & qualidade dos alimentos e da dgua.

Resultados (apresentar quadros de resumo dos dados e os dados por animal):

Informacoes gerais

— dados de sobrevivéncia,

— pesos corporais e alteracdes de peso corporal,

— consumo de alimentos, cdlculos da eficiéncia alimentar (se efetuados) e consumo de dgua (se for caso disso),

— dados toxicocinéticos, se disponiveis,

— resultados oftalmoscdpicos, se disponiveis,

— resultados hematoldgicos, se disponiveis,

— resultados de quimica clinica, se disponiveis.

Resultados dos exames clinicos

— sinais de toxicidade,

— incidéncia (e, se quantificada, intensidade) das anomalias observadas,

— natureza, intensidade e duragdo dos sinais clinicos observados (reversiveis ou irreversiveis).

Dados das autdpsias

— peso corporal terminal,

— peso de cada 6rgdo (e relagio com o peso corporal, se for caso disso),

— resultados das autdpsias; incidéncia e intensidade das anomalias.

Histopatologia

— observagdo de efeitos histopatoldgicos ndo neoplésicos,

— observagdo de efeitos histopatoldgicos neopldsicos,

— correlagdo entre as observagdes macroscopicas e os resultados microscépicos,

— descri¢do pormenorizada dos resultados histopatoldgicos resultantes da exposi¢do dos animais ao produto
quimico em estudo, incluindo a classificagdo de intensidade,
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— relatérios do eventual exame das 1aminas por pares especialistas.
Tratamento estatistico dos resultados, se for caso disso.

Discussdo dos resultados, nomeadamente:

— discussdo dos eventuais modelos,

— relagdes dose-resposta,

— dados histéricos de controlo,

— andlise dos dados disponiveis sobre modos de acio,

— determinacdo das doses de referéncia, do NOAEL e do LOAEL,
— importancia para o ser humano.

Conclusdes
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Apéndice 1

DEFINICAO

Produto quimico em estudo: qualquer substincia ou mistura a qual seja aplicado este método de ensaio.

B.33. ESTUDOS COMBINADOS DE TOXICIDADE CRONICA E CARCINOGENICIDADE

INTRODUCAO

Este método é equivalente ao Test Guideline 453 (2009) da OCDE. O Test Guideline TG 453 inicial foi adotado
em 1981. Entendeu-se necessdrio atualizar o método B.33 para dar conta da evolugdo recente no dominio do
bem-estar animal e da regulamentacdo (1)(2)(3)(4)(5). A atualizagdo do método B.33 decorreu paralelamente a
revisdo dos capitulos B.32 ("Estudos de carcinogenicidade") e B.30 ("Estudos de toxicidade crénica") deste anexo.
Visa-se obter mais dados a partir dos animais utilizados nos estudos e dispor de mais elementos para a escolha
das doses. Este método foi concebido para o ensaio de uma vasta gama de produtos quimicos, nomeadamente
pesticidas e produtos quimicos industriais. Alguns aspetos e requisitos podem, porém, ser diferentes no caso dos
produtos farmacéuticos (ver o documento de orientacdes "Guidance S1B on Testing for Carcinogenicity of Pharma-
ceuticals", publicado pela Conferéncia Internacional de Harmonizagdo).

Na sua maioria, os estudos de toxicidade crénica e de carcinogenicidade sio efetuados em roedores. Este método
destina-se, portanto, a ser aplicado, preferencialmente, a estudos em espécies de roedores. Caso seja necessario
efetuar estudos noutras espécies, os principios e procedimentos descritos neste método e no capitulo B.27 deste
anexo — "Estudo de toxicidade oral de dose repetida em espécies ndo roedoras com a duracdo de 90 dias" (6)
— podem igualmente ser aplicados, com as adaptagdes necessdrias e em observincia das orientacdes do
Guidance Document on the Desigh and Conduct of Chronic Toxicity and Carcinogenicity Studies (n.° 116) da OCDE (7).

As trés vias principais de administragdo nos estudos de toxicidade crénica e carcinogenicidade sdo a via oral, a
via dérmica e a via inalatéria. A via de administracdo escolhida depende das caracteristicas fisico-quimicas do
produto quimico em estudo e da via predominante de exposi¢io humana. O documento de orientagdes n.° 116
(7) contém mais informacdes sobre a escolha da via de exposicio.

Este método centra-se na exposi¢do por via oral, que é a via habitualmente mais utilizada nos estudos de
toxicidade crénica e de carcinogenicidade. Embora possa também ser necessario efetuar estudos a longo prazo
por via dérmica ou por inalagdo para avaliar o risco para a satide humana efou isso possa mesmo ser exigido
pela regulamentacdo aplicével, estas duas vias de exposi¢do sdo bastante complexas do ponto de vista técnico e
esses estudos tém de ser concebidos para cada caso concreto. Porém, no que diz respeito as recomendacdes
relativas aos perfodos de exposi¢do, aos pardmetros clinicos e patoldgicos e a outros aspetos, o método aqui
descrito para caracterizagdo e avaliagdo da toxicidade crénica e da carcinogenicidade por administragdo oral
pode constituir a base de um protocolo para estudos por inalagio efou por via dérmica. A OCDE publicou
orientagdes relativas ao estudo da administracdo de produtos quimicos por inalacdo (7)(8) e por via dérmica (7).
Para a concecdo de estudos a longo prazo com exposi¢do por via inalatéria, recomenda-se especificamente a
consulta dos capitulos B.8 (9) e B.29 (10) deste anexo e do documento de orientacdes da OCDE relativo a
ensaios de toxicidade aguda por inalacio (8). No caso dos ensaios por via dérmica, deve consultar-se o capitulo
B.9 (11) deste anexo.

Os estudos combinados de toxicidade crénica e carcinogenicidade fornecem informacdes sobre os perigos para a
saide que podem advir potencialmente da exposi¢do repetida durante um periodo que pode abranger todo o
tempo de vida da espécie utilizada. Estes estudos fornecem informagdes sobre os efeitos toxicos do produto
quimico em causa, incluindo o potencial de carcinogenicidade, bem como indicagdes sobre os drgdos afetados e
a possibilidade de acumulagdo. Podem igualmente servir para obter estimativas do nivel sem observagio de
efeitos adversos ("no observed adverse effect level", NOAEL) para efeitos toxicos e, no caso dos produtos canceri-
genos ndo genotdxicos, para respostas tumorais, com base nas quais se podem estabelecer critérios de seguranca
para a exposicdo humana. Salienta-se a necessidade de um exame clinico cuidadoso dos animais, de modo a
obter-se 0 mdximo de informagdo possivel.

Entre os objetivos dos estudos de toxicidade crénica e carcinogenicidade efetuados por este método contam-se
0s seguintes:

— identificacdo das propriedades cancerigenas do produto quimico em estudo suscetiveis de aumentar a
incidéncia de neoplasias ou a proporc¢io de neoplasias malignas, ou de reduzir o tempo que as neoplasias
demoram a surgir, comparativamente aos grupos de controlo em paralelo,

— identificacdo do tempo que as neoplasias demoram a surgir,

— identificacdo da toxicidade crénica de produtos quimicos,
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— identificacdo do 6rgdo ou Orgdos afetados pela toxicidade crénica e pela carcinogenicidade,
— caracterizacdo de relagdes dose-resposta,

— determinagdo de niveis sem observacdo de efeitos adversos (NOAEL) ou ponto de partida para o estabele-
cimento de doses de referéncia,

— extrapolagdo de efeitos cancerigenos para doses baixas de exposicio humana,
— previsdo de efeitos de toxicidade crénica aos niveis da exposi¢do humana,
— obtencdo de dados para verificagdo de hipéteses relativas a modos de agdo (2)(7)(12)(13)(14)(15).

CONSIDERACOES INICIAIS

Antes de efetuar um estudo com vista & caracterizagdo e avaliacdo da carcinogenicidade e da toxicidade crénica
potenciais de um produto quimico, o laboratério que efetuard os ensaios deve ponderar todas as informacdes
disponiveis sobre o produto quimico em causa, a fim de adaptar o estudo de modo a melhorar a eficiéncia da
determinagio das propriedades toxicolégicas do mesmo e para minimizar o recurso a animais. E especialmente
importante conhecer e ter em conta 0 modo de acdo do agente cancerigeno suspeito (2)(7)(12)(13)(14)(15),
dado que a concegdo 6tima do estudo pode ser diferente consoante o produto quimico em causa seja ou ndo
um agente cancerigeno/genotdxico reconhecido ou se suspeite ou ndo de que o possa ser. Para mais orientagdes
sobre o modo de acdo, consultar o documento de orientagdes n.° 116 (7).

Entre os elementos que podem ser tteis na conce¢do do estudo contam-se a identidade, a estrutura quimica e as
propriedades fisico-quimicas do produto quimico em causa, informagdes disponiveis sobre o modo de agdo,
resultados de ensaios de toxicidade (incluindo de genotoxicidade) in vitro ou in vivo, as utilizagdes previstas, o
potencial de exposi¢do humana, dados (Q)SAR — "(quantitative) structure-activity relationships", relagdes (quanti-
tativas) estrutura/atividade — e dados de mutagenicidade/genotoxicidade, carcinogenicidade e outros dados
toxicolégicos disponiveis sobre produtos quimicos estruturalmente afins, dados toxicocinéticos disponiveis
(dados cinéticos associados a uma dose tinica ou a doses miiltiplas) e dados provenientes de outros estudos
com exposicdo repetida. S6 deve proceder-se a determina¢do da toxicidade crénica e da carcinogenicidade
depois de obtidos dados de toxicidade preliminares provenientes de estudos de toxicidade com repeti¢do da
dose administrada durante 28 efou 90 dias. Os ensaios a curto prazo da promogdo do desencadeamento de
cancros também podem fornecer informagdes tteis. Deve ponderar-se uma abordagem faseada dos ensaios de
carcinogenicidade no ambito da avaliagdo global dos potenciais efeitos adversos na satide do produto quimico
em estudo (16)(17)(18)(19).

Antes de iniciar o estudo, devem escolher-se, com base no plano experimental e nos objetivos estabelecidos, os
métodos estatisticos mais adequados para a andlise dos resultados. Entre outros aspetos a considerar, é neces-
sdrio determinar se o tratamento estatistico deverd contemplar ajustamentos em fun¢do do grau de sobrevi-
véncia, a andlise do risco tumoral acumulado em fung¢do do tempo de sobrevivéncia e a andlise do tempo que os
tumores demorar a surgir, bem como que tipo de andlise deve efetuar-se no caso da morte prematura de todos
os animais de um ou mais grupos. Para orienta¢des sobre as andlises estatisticas mais adequadas e informagdo
sobre as referéncias bibliograficas fundamentais dos métodos estatisticos internacionalmente reconhecidos, deve
consultar-se o documento de orientacdes n.° 116 (7), assim como o documento de orientacdes n.° 35, relativo a
andlise e avaliacdo de estudos de toxicidade crénica e de carcinogenicidade (20).

Ao realizar um estudo de carcinogenicidade, recomenda-se que sejam sempre seguidos os principios e consi-
deragdes orientadores enunciados no Guidance Document on the recognition, assessment, and use of clinical signs as
humane endpoints for experimental animals used in safety evaluation da OCDE (21), nomeadamente os expressos no
ponto 62 do mesmo, cuja tradugdo é a seguinte: "Nos estudos com repeticdo da dose administrada, se um animal
evidenciar sinais clinicos progressivos da deterioragdo do seu estado, deve tomar-se uma decisdo com conhecimento de causa
sobre se deve ou ndo ser eutanasiado. Para isso, deve ponderar-se, nomeadamente, o valor das informacdes que seriam
obtidas no caso de o animal continuar integrado no estudo, relativamente ao estado geral do mesmo. Caso se decida manter
o animal no estudo, deve aumentar-se, tanto quanto necessdrio, a frequéncia dos exames que lhe sdo efetuados. Também ¢é
possivel, sem prejudicar a finalidade do ensaio, suspender temporariamente a administragdo do produto quimico em estudo —
se isso reduzir a dor ou sofrimento do animal — ou reduzir a dose administrada".

Para orientacdes pormenorizadas sobre os principios aplicdveis a escolha das doses para estudos de toxicidade
crénica e de carcinogenicidade e uma discussio dos mesmos, recomenda-se a consulta do documento de
orientagdes n.° 116 (7) e das publicacdes com as referéncias 22 e 23 do International Life Sciences Institute.
A estratégia de base para escolha das doses depende do objetivo ou objetivos principais do estudo (ver o ponto
6). Para escolher doses adequadas, importa estabelecer um equilibrio entre, por um lado, a identificacio dos
perigos em jogo e, por outro, a caracterizagdo e importancia das respostas as doses reduzidas. Este equilibrio é
especialmente necessdrio quando se realizam estudos combinados de toxicidade crénica e de carcinogenicidade.
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Deve ponderar-se a oportunidade de efetuar este estudo combinado de toxicidade crénica e de carcinogenici-
dade, em vez de efetuar separadamente um estudo de toxicidade crénica (capitulo B.30 deste anexo) e um
estudo de carcinogénese (capitulo B.32 deste anexo). O estudo combinado é mais favordvel, em termos de
tempo e de custos e de alguma redu¢do do recurso a animais, do que dois estudos distintos e ndo prejudica a
qualidade dos dados obtidos na etapa de toxicidade crénica nem na etapa de carcinogenicidade. Ao efetuar um
estudo combinado de toxicidade crénica e de carcinogenicidade, é, porém, necessdrio prestar especial atengdo
aos principios relativos a escolha das doses (pontos 11 e 22 a 26). Reconhece-se, porém, que determinadas
regulamentagdes podem exigir a realizagdo de estudos separados. Para mais orientacdes sobre a otimizacdo dos
estudos combinados de toxicidade crénica e de carcinogenicidade, ao nivel das possibilidades de redugdo do
ntimero de animais utilizados e através da racionaliza¢do dos procedimentos experimentais, consultar o docu-
mento de orientacdes n.° 116 (7).

No final do capitulo e no documento de orientagdes n.° 116 (7) define-se alguns conceitos utilizados neste
método.

PRINCIPIO DO METODO

O estudo consiste em duas etapas em paralelo, uma relativa a toxicidade crénica e outra relativa a carcinoge-
nicidade (ver as duragdes respetivas nos pontos 34 e 35). Normalmente, administra-se o produto quimico por
via oral, embora a via inalatéria ou a via dérmica também possam ser adequadas. Na etapa relativa a toxicidade
cronica, administra-se diariamente o produto quimico em estudo a vdrios grupos de animais, em doses cres-
centes de grupo para grupo, normalmente durante doze meses, embora possam escolher-se periodos mais
longos ou mais curtos em fungdo das exigéncias da regulamentacio (ver o ponto 34). Escolhe-se a duragdo
do estudo de modo a ser suficientemente longa para que os eventuais efeitos de toxicidade acumulada se
manifestem, mas sem que sejam perturbados por alteracdes ligadas ao envelhecimento dos animais. Pode estar
prevista a realizagdo de uma ou mais eutandsias intercalares, por exemplo, apds trés ou seis meses. Nesse caso,
pode aumentar-se o niimero de grupos de animais em conformidade (ver o ponto 20). Na etapa relativa a
carcinogenicidade, administra-se diariamente o produto quimico em estudo a vdrios grupos de animais, durante
grande parte do tempo de vida dos animais. Verifica-se atentamente, relativamente a ambas as etapas, se 0s
animais evidenciam sinais de toxicidade ou se neles estdo a desenvolver-se lesdes neopldsicas. Autopsia-se os
animais que morrem ou sdo eutanasiados durante os ensaios. No final dos ensaios, eutanasia-se e autopsia-se os
animais sobreviventes.

DESCRICAO DO METODO
Escolha da espécie animal

Este método trata, em especial, da caracterizagdo e avaliacdo da toxicidade crénica e da carcinogenicidade em
roedores (ver o ponto 2). Pode ponderar-se o recurso a outras espécies se os dados disponiveis indicarem que as
espécies em causa permitem prever melhor os efeitos na satide humana. E necessario justificar a escolha da
espécie. Embora possa recorrer-se a outras espécies de roedores, como o ratinho, a espécie preferida é o rato. Se
bem que os estudos de carcinogenicidade no ratinho possam ser de pouca utilidade (24)(25)(26), alguns
programas obrigatdrios continuam a exigir ensaios de carcinogenicidade nessa espécie, a menos que se de-
monstre que, do ponto de vista cientifico, este estudo ndo ¢é necessdrio. O rato e o ratinho constituem os
modelos experimentais preferidos devido a sua longevidade relativamente reduzida, a sua utilizacdo generalizada
em estudos farmacoldgicos e toxicoldgicos, a sua sensibilidade a indugdo de tumores e a disponibilidade de
estirpes suficientemente caracterizadas destas espécies. Em consequéncia disto, dispde-se de numerosos dados
sobre a fisiologia e patologia destes animais. Se forem exigidos estudos de toxicidade crénica e carcinogenici-
dade em espécies que ndo sejam de roedores, a concegio e realizacio desses estudos deve basear-se nos
principios descritos no presente método e no capitulo B.27 deste anexo — "Estudo de toxicidade oral de
dose repetida em espécies ndo roedoras com a duragdo de 90 dias" (6). O documento de orientacdes n.° 116 (7)
contém mais informagdes sobre a escolha da espécie e da estirpe.

Devem ser utilizados animais adultos, jovens e sauddveis de estirpes laboratoriais correntes. De preferéncia, o
estudo combinado de toxicidade crénica e carcinogenicidade deve ser realizado com animais da mesma estirpe e
proveniéncia que os utilizados no estudo ou estudos preliminares mais curtos de toxicidade. Todavia, se os
animais da estirpe e proveniéncia em questdo ndo corresponderem reconhecidamente aos critérios normalmente
aceites de sobrevivéncia em estudos de longo prazo — ver o documento de orientagdes n.° 116 (7) —, deve
ponderar-se a utilizagdo de uma estirpe animal cuja taxa de sobrevivéncia no estudo a longo prazo seja aceitdvel.
As fémeas utilizadas devem ser nuliparas e ndo podem estar grévidas.

Condicdes de alojamento e alimentagio

Os animais podem ser alojados individualmente ou em pequenos grupos do mesmo sexo. E necessdrio justificar
cientificamente a opg¢do pelo alojamento individual (27)(28)(29). As gaiolas devem ser dispostas de forma a
minimizar possiveis efeitos derivados do seu posicionamento. A temperatura do biotério deve ser de 22 °C
+3°C. A humidade relativa deve estar compreendida entre 50 % ¢ 60 %, embora sejam aceitdveis valores
compreendidos entre 30 %, no minimo, e um valor mdximo que, preferencialmente, ndo deve exceder 70 %,
salvo durante os perfodos de limpeza do biotério. A iluminagdo deve ser artificial, com uma sequéncia de 12
horas de luz seguidas de 12 horas de escuriddo. Na alimentacdo, podem utilizar-se dietas convencionais de
laboratério e deve ser fornecida dgua de beber sem restri¢des. A dieta deve satisfazer as necessidades nutricionais
da espécie estudada. Os teores de contaminantes da dieta — residuos de pesticidas, poluentes orgdnicos
persistentes, fitoestrogénios, metais pesados, micotoxinas e outros — podem influenciar os resultados dos
ensaios e devem ser os mais baixos possiveis. E necessdrio obter periodicamente dados analiticos relativos
aos teores de nutrientes ¢ de contaminantes da dieta, pelo menos no inicio do estudo e quando se muda de
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lote. Estes dados devem constar do relatério final. E igualmente necessdrio dispor de dados analiticos da dgua de
beber utilizada no estudo. Quando o produto quimico em estudo é administrado por via alimentar, a escolha da
dieta pode ser influenciada pela necessidade de nela misturar convenientemente esse produto quimico e de
satisfazer simultaneamente as exigéncias nutricionais dos animais.

Preparacdo dos animais

Os animais utilizados devem ser sauddveis e ter sido aclimatados as condi¢des laboratoriais durante, pelo menos,
sete dias e ndo devem ter participado em experiéncias anteriores. No caso dos roedores, a administragdo do
produto quimico em estudo deve iniciar-se logo que possivel ap6s o desmame e a aclimatagdo, de preferéncia
antes de os animais completarem oito semanas. E necessario caracterizar a espécie, a estirpe, a proveniéncia, o
sexo, o peso ¢ a idade dos animais utilizados no estudo. No inicio do estudo, as diferencas de peso entre os
animais de cada sexo devem ser minimas, ndo se desviando mais de 20 % do peso médio de todos os animais
de cada sexo nele utilizados. Distribuem-se aleatoriamente os animais pelos grupos de controlo e pelos grupos
expostos. Depois da distribuigdo aleatéria dos animais, a média de peso corporal ndo deve diferir significativa-
mente de grupo para grupo de animais do mesmo sexo. Se houver diferengas com significado estatistico, os
animais devem, se possivel, ser redistribuidos aleatoriamente. Deve atribuir-se a cada animal um ndmero de
identificagdo tinico, com o qual o animal seja identificado por tatuagem, implantacio de microchip ou outro
método adequado.

PROCEDIMENTO
Numero e sexo dos animais

Devem ser utilizados animais de ambos os sexos. O niimero de animais utilizados deve ser suficiente para uma
avaliagdo bioldgica e estatistica aprofundada. No caso dos roedores, cada grupo de dose (ver o ponto 22) e
grupo de controlo em paralelo destinado a etapa de carcinogenicidade do estudo ndo deve, portanto, ter menos
de 50 animais de cada sexo. Consoante a finalidade do estudo, poderd aumentar-se a representatividade
estatistica das principais estimativas distribuindo desigualmente os animais pelos vérios grupos de dose, cons-
tituindo grupos com mais de 50 animais para as doses mais baixas, por exemplo, para estimar o potencial
cancerigeno a doses baixas. Todavia, importa ter presente que um aumento ligeiro do tamanho dos grupos
aumenta relativamente pouco a representatividade estatistica do estudo. No caso dos roedores, cada grupo de
dose (ver o ponto 22) e grupo de controlo em paralelo destinado a etapa de toxicidade crénica do estudo deve
ser constituido por, pelo menos, 10 animais de cada sexo, niimero que é inferior ao utilizado no estudo de
toxicidade cronica (capitulo B.30 deste anexo). Todavia, na interpretagdo dos dados provenientes de grupos com
menos animais na etapa de toxicidade crénica deste estudo combinado, sdo tidos em conta os dados prove-
nientes da etapa de carcinogenicidade, na qual os efetivos sio maiores. Nos estudos com ratinhos, pode ser
necessdrio reforcar o niimero de animais em cada grupo exposto na etapa de toxicidade crénica, para poder
realizar todas as determinacdes hematoldgicas previstas. O documento de orienta¢des n.° 116 (7) contém mais
informacdes sobre a concecdo estatistica do estudo e a escolha das doses para maximizar a representatividade
estatistica.

Eutandsias intercalares, grupo satélite e animais sentinelas

Caso se justifique do ponto de vista cientifico, pode prever-se a realizacdo de eutandsias intercalares — por
exemplo, ao fim de seis meses, na etapa de toxicidade crénica — para obter informacdes sobre a evolucio das
altera¢des neopldsicas, bem como dados mecanisticos. Caso jd se disponha desses dados, obtidos em estudos de
toxicidade por dose repetida realizados com o produto quimico em causa, as eutandsias em questio podem nio
se justificar cientificamente. Os animais utilizados na etapa de toxicidade crénica do estudo — que, normal-
mente, se prolonga por doze meses (ponto 34) — fornecem dados equiparados aos de uma eutandsia intercalar
para a etapa de carcinogenicidade do mesmo, reduzindo-se assim o niimero total de animais utilizados. Podem
também prever-se grupos satélites na etapa de toxicidade crénica do estudo, para verificar a reversibilidade de
alteracdes toxicoldgicas induzidas pelo produto quimico em estudo. Nesse caso, os grupos satélite podem
restringir-se a dose mais elevada em estudo e aos grupos de controlo. Pode prever-se um grupo de animais
sentinelas (habitualmente cinco animais de cada sexo) para verificar, se necessdrio, o aparecimento de doengas
durante o estudo (30). O documento de orienta¢des n.° 116 (7) contém mais informacdes sobre a maneira de,
minimizando o ndmero total de animais utilizados, incluir no estudo eutandsias intercalares e animais satélites e
sentinelas.

Caso esteja prevista no estudo a existéncia de animais satélites efou a realizacdo de eutandsias intercalares, o
nimero de animais a utilizar com essas finalidades em cada grupo de dose é normalmente de dez de cada sexo.
Nesse caso, o nimero total de animais utilizado no estudo deve ser aumentado no nimero de animais a
eutanasiar antes da conclusio do mesmo. Normalmente, os animais satélites e os animais sujeitos a eutandsia
intercalar devem ser objeto do mesmo exame, nomeadamente peso corporal, consumo de alimentos e de dgua,
andlises hematoldgicas e de bioquimica clinica e exames patoldgicos, que os animais participantes na etapa de
toxicidade crénica do estudo principal, embora também possa prever-se (no caso dos grupos com destino a
eutandsia intercalar) que as determinagdes se limitem a pardmetros fundamentais especificos, por exemplo, de
neurotoxicidade ou de imunotoxicidade.

Grupos de dose e dosagens

O documento de orientagdes n.° 116 (7) contém orienta¢des relativas a todos os aspetos relacionados com a
escolha das doses e os intervalos entre estas. Devem ser utilizados pelo menos trés doses e um controlo em
paralelo, para as etapas de toxicidade crénica e de carcinogenicidade. As doses baseiam-se, normalmente, nos
resultados de estudos exploratorios das doses ou de estudos de dose repetida por periodos mais curtos e devem
atender aos dados toxicoldgicos e toxicocinéticos disponiveis sobre o produto quimico em estudo ou produtos
quimicos afins.
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Se for de prever que o ensaio, na etapa de toxicidade crénica do estudo, de uma dose ndo inferior a
1 000 mg/kg de peso corporal/dia ndo provoque efeitos adversos, pode considerar-se que ndo é necessirio
efetuar um estudo completo com trés doses. Esta decisdo deve basear-se nos resultados de estudos preliminares
e, tendo em conta dados referentes a produtos quimicos estruturalmente afins, na provével auséncia de efeitos
toxicos. Nesses casos, pode justificar-se um limite de 1 000 mg/kg de peso corporal/dia, exceto se os dados
relativos a exposi¢do humana aconselharem o ensaio de uma dose superior.

A menos que tal dose esteja limitada pelas caracteristicas fisico-quimicas ou pelos efeitos bioldgicos do produto
quimico em estudo, deve escolher-se para dose mais elevada o nivel que permita identificar os principais 6rgios
afetados e os efeitos toxicos principais sem causar sofrimento, efeitos toxicos intensos, morbidez nem morta-
lidade. Normalmente, escolhe-se para dose mais elevada uma dose que induza efeitos toxicos, evidenciados, por
exemplo, por uma redugdo (aproximadamente de 10 %) do ganho de peso corporal. Todavia, consoante os
objetivos do estudo (ver o ponto 6), pode escolher-se uma dose maxima inferior a que evidencia efeitos toxicos,
por exemplo, se essa dose induzir um efeito adverso preocupante, mas com pouca influéncia na longevidade ou
no peso corporal dos animais.

Podem escolher-se doses ¢ intervalos entre doses que permitam estabelecer uma relacdo dose-resposta e,
consoante 0 modo de acdo do produto quimico em estudo, determinar um NOAEL ou outro resultado
pretendido do estudo, por exemplo, uma dose de referéncia (ver o ponto 27). Entre os fatores a ter em conta
na escolha das doses mais baixas, contam-se o declive esperado da curva dose-resposta, as doses as quais podem
ocorrer alteragdes importantes ao nivel metabdlico ou do modo da agdo tdxica, o nivel ao qual se prevé a
ocorréncia de um limiar e o nivel ao qual se prevé fixar o ponto de partida de extrapolagdes para doses mais
baixas. O objetivo principal de um estudo combinado de carcinogenicidade e de toxicidade crénica é obter
informacdes destinadas a avaliagdo do risco de carcinogenicidade, sendo a recolha de dados relativos a toxici-
dade crénica um objetivo normalmente secunddrio. £ importante ter isto presente ao escolher as doses e os
intervalos entre doses para o estudo a realizar.

O intervalo entre as doses depende dos objetivos do estudo e das caracteristicas do produto quimico em estudo
e ndo pode ser particularizado neste método. Contudo, a utilizagdo de intervalos definidos por um fator de 2 a
de 4 entre doses consecutivas dd frequentemente bons resultados nestes ensaios, sendo muitas vezes melhor
ensaiar um quarto grupo do que recorrer a intervalos muito grandes (por exemplo, mais do que um fator de 6 a
10) entre as dosagens. Em geral, sdo de evitar fatores superiores a 10. Caso contrdrio, é necessario justificd-los.

Conforme se explica mais em pormenor no documento de orientagdes n.° 116 (7), entre os aspetos a ter em
conta na escolha das doses contam-se os seguintes:

— relacdes ndo lineares ou pontos de inflexdo conhecidos ou de que se suspeite na curva dose-resposta,

— aspetos toxicocinéticos e doses as quais ocorra, ou nao ocorra, indugio metabdlica, saturacdo ou ndo
linearidade entre as doses externas e as doses internas,

— lesdes precursoras, marcadores de efeitos ou indicadores de processos bioldgicos fundamentais subjacentes
em curso,

— aspetos fundamentais (ou de que se suspeite) do modo de agdo, tais como as doses as quais comegam a
manifestar-se efeitos citotdxicos, os niveis hormonais sio perturbados, os mecanismos homeostdticos co-
lapsam, etc.,

— regides da curva dose-resposta que necessitam de estimativas especialmente rigorosas, por exemplo, perto da
dose de referéncia prevista ou da dose a qual se suspeite corresponder um limiar,

— niveis previstos de exposi¢do humana, sobretudo na escolha das doses baixas e intermédias.

O grupo de controlo deve ser um grupo ndo exposto ao produto quimico em estudo ou, se for usado um
veiculo para administrar o produto quimico, um grupo de controlo do veiculo. 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. Caso se utilize um veiculo, o grupo de controlo deve receber o
volume mdximo de veiculo utilizado nos grupos expostos ao produto quimico em estudo. Se o produto
quimico for administrado por via da dieta e reduzir significativamente a quantidade desta ingerida por lhe
conferir menor palatabilidade, um grupo de controlo adicional alimentado do mesmo modo, em paralelo, pode
constituir um grupo de controlo mais adaptado.

Preparagio das doses e administragio do produto quimico em estudo

O produto quimico em estudo é normalmente administrado por via oral, através da dieta ou da dgua de beber
ou por intermédio de uma sonda esofégica. O documento de orientagdes n.° 116 (7) contém mais informagdes
sobre vias e métodos de administracdo. A via ¢ o método de administracdo dependem do objetivo do estudo,
bem como das propriedades fisico-quimicas e biodisponibilidade do produto quimico em causa e da via e do
método de exposi¢io humana predominantes. E necessario fundamentar a via e o método de administracio
escolhidos. Por razdes de bem-estar animal, normalmente s6 deve optar-se pela utilizagdio de uma sonda
esofdgica no caso dos agentes relativamente aos quais a via oral ¢ este método de administragdo representem
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razoavelmente a exposi¢do humana potencial (por exemplo, através da ingestdo de produtos farmacéuticos). No
caso dos produtos quimicos ingeridos com os alimentos ou disseminados no ambiente, nomeadamente pesti-
cidas, a administracdo habitual é por incorporagdo na dieta ou na dgua de beber. Todavia, para outros cendrios —
caso da exposicdo profissional —, pode justificar-se a administracdo por outras vias.

Se necessdrio, pode suspender-se ou dissolver-se o produto quimico em estudo num veiculo apropriado. Devem
ser tidos em conta as seguintes caracteristicas que se justifiquem do veiculo e de outros aditivos: efeitos na
absor¢do, na distribuicdo, no metabolismo ou na reten¢gdo do produto quimico em causa, efeitos nas proprie-
dades quimicas do produto quimico em estudo suscetiveis de alterarem as caracteristicas toxicas do mesmo e
efeitos no consumo de alimentos, na ingestio de dgua ou no estado nutricional dos animais. Recomenda-se que,
sempre que possivel, a primeira opcdo seja uma solugdo ou suspensdo aquosa; caso tal ndo seja vidvel, pode
optar-se por uma solu¢do ou emulsio num 6leo (por exemplo, em dleo de milho); em dltimo caso, poderd
recorrer-se a uma solugdo noutro veiculo. Se o veiculo utilizado ndo for dgua, é necessdrio conhecer as suas
caracteristicas de toxicidade. Deve dispor-se de informacdes sobre a estabilidade do produto quimico em estudo
e a homogeneidade das solu¢des ou ragdes de dosagem (consoante o caso) nas condi¢des de administracdo (por
exemplo, por via da dieta).

£ importante assegurar que a quantidade de um produto quimico em estudo administrada através da dieta ou da
dgua de beber ndo interfere nas exigéncias normais de nutricio nem no equilibrio hidrico. No caso dos estudos
de toxicidade a longo prazo nos quais o produto quimico seja administrado pela via alimentar, a concentragio
deste nos alimentos ndo deve, normalmente, exceder 5 % da ragdo total, a fim de evitar desequilibrios nutri-
cionais. Se o produto quimico em estudo for administrado por via da dieta, pode optar-se por concentracdes
constantes nesta (mg/kg de alimentos ou ppm) ou por doses constantes em relagdo ao peso corporal do animal
(mg/kg de peso corporal), calculadas semanalmente. Deve indicar-se a op¢do tomada.

Em caso de administracdo por via oral, os animais recebem uma dose quotidiana (sete dias por semana) do
produto quimico em estudo, ao longo de 12 meses (na etapa de toxicidade crénica) ou de 24 meses (na etapa
de carcinogenicidade) — ver também os pontos 33 e 34. E necessirio justificar qualquer outro regime de
dosagem (por exemplo, cinco dias por semana). Em caso de administragdo por via dérmica, os animais sdo
normalmente expostos ao produto quimico em estudo durante, pelo menos, seis horas por dia, sete dias por
semana, conforme se descreve no capitulo B.9 (11) deste anexo, ao longo de 12 meses (na etapa de toxicidade
crénica) ou de 24 meses (na etapa de carcinogenicidade). A exposi¢do por via inalatéria é efetuada durante seis
horas por dia, sete dias por semana. Todavia, caso se justifique, também podem expor-se os animais durante-
cinco dias por semana. O periodo de exposicdo neste caso ¢ normalmente de 12 meses (na etapa de toxicidade
crénica) ou de 24 meses (na etapa de carcinogenicidade). Se espécies que ndo o rato forem sujeitas a exposi¢do
unicamente nasal, pode ajustar-se a duragio médxima da exposi¢do para minimizar a tensio gerada na espécie
em causa. Se a duracdo da exposigdo for inferior a seis horas por dia, é necessdrio fundamentd-lo. Ver também o
capitulo B.8 (9) deste anexo.

A administracdo do produto quimico aos animais por meio de uma sonda esofdgica deve efetuar-se & mesma
hora do dia por meio de um tubo estomacal ou de uma canula de intubagdo adequada. Normalmente,
administra-se a dose didria de uma s6 vez. Porém, se o produto quimico for, por exemplo, um irritante local,
pode repartir-se a mesma dose didria por dois momentos. O volume mdximo de liquido que pode ser adminis-
trado de cada vez depende do tamanho do animal e deve ser o minimo possivel. No caso dos roedores,
normalmente ndo deve exceder 1 ml/100 g de peso corporal (31). Para minimizar diferengas entre volumes
administrados, devem ser efetuados ajustes nas concentragdes, de forma que o volume seja 0 mesmo para todas
as doses. Excetuam-se os produtos quimicos potencialmente corrosivos ou irritantes, que tém de ser diluidos
para evitar efeitos locais intensos. Devem evitar-se concentragdes que possam provocar efeitos corrosivos ou
irritantes no tubo digestivo.

Duracio do estudo

Embora o periodo de exposicdo e a etapa de toxicidade cronica deste estudo se prolonguem, normalmente, por
12 meses, este método também estd adaptado e pode aplicar-se a estudos mais curtos (por exemplo, seis ou
nove meses) ou mais longos (por exemplo, 18 ou 24 meses), consoante o exija a regulamentagdo pertinente ou
por razdes mecanisticas determinadas. Se o periodo de exposi¢do ndo for de 12 meses, é necessdrio funda-
menté-lo, sobretudo se a duragdo da exposi¢do for mais curta. A exposicdo de todos os grupos que participam
nesta etapa termina no momento previsto para as avaliagdes de toxicidade cronica e de patologias ndo
neopldasicas. Os grupos satélites incluidos para verificar a reversibilidade de altera¢des toxicoldgicas induzidas
pelo produto quimico em estudo devem manter-se sem dosagem apds o termo da exposicdo, durante um
periodo ndo inferior a quatro semanas e ndo superior a um ter¢co da duragdo total do estudo.

No caso dos roedores, a duracdo da etapa de carcinogenicidade deste estudo é normalmente de 24 meses, o que
representa grande parte do tempo de vida dos animais utilizados. Consoante o tempo de vida dos animais da
estirpe de espécie utilizada no estudo, este pode ser mais curto ou mais longo, mas é necessério justificd-lo. No
caso de determinadas estirpes de ratinhos (por exemplo, AKR/], C3HJ] ou C57BL/6]), pode ser adequada uma
duracdo do estudo de 18 meses. Seguem-se algumas orientag¢des sobre a duragdo do estudo, o termo deste
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e a sobrevivéncia. Para mais orienta¢des, nomeadamente no que respeita aos critérios para considerar a
carcinogenicidade negativa com base na sobrevivéncia dos animais estudados, consultar o documento de
orientacdes n.° 116.

— deve ponderar-se por termo ao estudo quando o niimero de sobreviventes do grupo exposto a dose mais
baixa ou do grupo de controlo descer abaixo de 25 %.

— se apenas morrerem prematuramente devido a efeitos tdxicos animais do grupo exposto & dose mais
elevada, ndo deve por-se termo ao estudo.

— a sobrevivéncia dos animais deve ser examinada separadamente para cada sexo.

— o estudo ndo deve prolongar-se além do estddio em que os dados dele extraiveis deixam de ser suficientes
para validar uma avaliacdo estatistica.

EXAMES (ETAPA DE TOXICIDADE CRONICA)

Normalmente no inicio e no final de cada dia, incluindo fins de semana e feriados, deve verificar-se os casos de
morbidez ou mortalidade no conjunto dos animais. Pelo menos uma vez por dia, deve efetuar-se um exame
clinico geral, de preferéncia sempre a(s) mesma(s) hora(s) e, no caso da administragdo por sonda esofdgica, tendo
em conta o periodo previsto de efeitos mais acentuados apds a administracio do produto quimico.

Deve efetuar-se um exame clinico aprofundado a cada animal pelo menos uma vez antes da primeira exposigdo
(para poder fazer depois comparacdes com o estado inicial do animal), no final da primeira semana do estudo e,
a partir dai, mensalmente. Os exames devem respeitar um protocolo que minimize as varia¢des entre quem os
realiza ¢ ndo faga depender os resultados do grupo examinado. Estes exames devem ser realizados fora das
gaiolas, de preferéncia num recinto normalizado e sempre & mesma hora. Os resultados destes exames devem
ser cuidadosamente registados, de preferéncia por recurso a um sistema de pontuacio claramente definido pelo
laboratério em causa. Deve zelar-se por que as condi¢Oes de exame sejam o mais constantes possivel. Entre os
sinais a registar contam-se alteracdes da pele, da pelagem, dos olhos e das mucosas e a ocorréncia de secregdes,
excrecOes ou reagdes neurovegetativas (por exemplo, lacrimacio, horripilagio, alteragdes da dimensdo pupilar ou
respiracdo anormal). Deve também registar-se qualquer alteracio da maneira de o animal se mover, da postura e
da reacdo a manipulacdo, bem como a ocorréncia de movimentos clénicos ou ténicos e de comportamentos
estereotipados (por exemplo, atos de higiene repetitivos ou movimentacdo repetitiva em circulo) ou estranhos
(automutilagdo, movimentagdo para trds, etc.) (32).

Recorrendo a um oftalmoscépio ou a dispositivo equivalente, efetua-se um exame oftalmoldgico a cada animal
antes da primeira administracgio do produto quimico em estudo. No termo do estudo, deve efetuar-se este
exame de preferéncia a todos os animais, mas pelo menos aos dos grupos expostos a dose mais elevada e dos
grupos de controlo. Se forem detetadas alteragdes oculares atribuiveis a exposi¢do ao produto quimico em
estudo, devem examinar-se todos os animais. Se a andlise estrutural ou outros elementos indiciarem efeitos
toxicos ao nivel ocular, deve aumentar-se a frequéncia dos exames oculares.

No caso dos produtos quimicos que tenham revelado potencial de inducdo de efeitos neurotoxicos em estudos
anteriores de toxicidade por dose repetida a 28 dias efou a 90 dias, poderd, a titulo facultativo, verificar-se a
reatividade sensorial a diversos tipos de estimulos (32) — por exemplo, estimulos auditivos, visuais ou pro-
priocetivos (33)(34)(35) — e avaliar-se a forca de preensdo (36) e a atividade motora (37), antes de iniciar o
estudo e, a partir dai, de trés em trés meses, até aos doze meses, inclusive, bem como no termo do estudo (se
for além de doze meses). As referéncias indicadas contém mais informagdes sobre a maneira de proceder em
cada caso, embora possam adotar-se procedimentos distintos dos nelas descritos.

No caso dos produtos quimicos que tenham revelado potencial de indugio de efeitos imunotéxicos em estudos
anteriores de toxicidade por dose repetida a 28 dias efou a 90 dias, poderd, a titulo facultativo, aprofundar-se a
investigacdo deste pardmetro no termo do estudo.

Peso corporal, consumo de alimentos e de dgua, eficiéncia alimentar

Todos os animais devem ser pesados no inicio da exposicdo, pelo menos uma vez por semana nas primeiras
treze semanas e, a partir dai, pelo menos uma vez por més. Deve medir-se o consumo de alimentos e a
eficiéncia alimentar pelo menos uma vez por semana nas primeiras treze semanas e, a partir dai, pelo menos
uma vez por més. Se o produto quimico em estudo for administrado através da dgua de beber, deve medir-se o
consumo de dgua pelo menos uma vez por semana nas primeiras treze semanas e, a partir dai, pelo menos uma
vez por més. Pode ser util medir o consumo de dgua também no caso dos estudos em que se verifiquem
alteragdes do comportamento dos animais a esse nivel.
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Andlises hematoldgicas e de bioquimica clinica

42. Nos estudos com roedores, devem ser efetuadas andlises hematoldgicas a todos os animais estudados (dez
machos e dez fémeas de cada grupo) aos trés, seis ¢ 12 meses e no termo do estudo (se for além de 12 meses).
No caso dos ratinhos, a realizagdo das andlises hematoldgicas necessdrias pode exigir o recurso a animais
satélites (ver o ponto 19). No caso dos estudos em que ndo sejam utilizados roedores, colhem-se amostras
num ntimero mais reduzido de animais (por exemplo, se a espécie utilizada for o cdo, quatro animais de cada
sexo, por grupo) em estddios intermédios e no termo do estudo, tal como se indicou para os roedores. Se, num
estudo anterior, a 90 dias, efetuado com doses compardveis, ndo se tiverem detetado alteragdes dos pardmetros
hematoldgicos, ndo ¢é necessério efetuar as andlises previstas ao fim de trés meses, tanto no caso dos roedores
como de outras espécies. As amostras de sangue devem ser colhidas, sob anestesia, num ponto determinado a
indicar, por exemplo, por pungdo cardiaca ou no seio retro-orbital.

43. Devem ser efetuadas as seguintes andlises (38): contagem total de leucdcitos, formula leucocitdria, contagem de
eritrcitos, contagem de plaquetas, concentracdo de hemoglobina, hematécrito (volume celular sanguineo apds
centrifugagdo), volume corpuscular médio, hemoglobina corpuscular média, concentracio de hemoglobina
corpuscular média, tempo de protrombina e tempo de tromboplastina parcial ativada. Se necessério, em funcio
da toxicidade do produto quimico em estudo, poderdo analisar-se outros parametros hematoldgicos, tais como
os corpos de Heinz e outras anomalias morfoldgicas dos eritrdcitos ou a meta-hemoglobina. Em termos gerais,
deve adotar-se uma perspetiva de flexibilidade, dependendo dos efeitos observados efou previstos do produto
quimico em causa. Se este tiver efeitos no sistema hematopoiético, pode ser ttil efetuar também a contagem de
reticuldcitos e uma citologia da medula Ossea, embora estas andlises ndo sejam sistematicamente necessarias.

44. Com a mesma cronologia especificada para as andlises hematoldgicas, Devem ser efetuadas andlises de bioqui-
mica clinica a amostras de sangue colhidas em todos os animais estudados (dez machos e dez fémeas de cada
grupo), para determinar os principais efeitos téxicos nos tecidos, nomeadamente ao nivel dos rins e do figado.
No caso dos ratinhos, a realizacdo das necessérias andlises de bioquimica clinica pode exigir o recurso a animais
satélites. No caso dos estudos em que ndo sejam utilizados roedores, colhem-se amostras num niimero mais
reduzido de animais (por exemplo, se a espécie utilizada for o cdo, quatro animais de cada sexo, por grupo) em
estadios intermédios e no termo do estudo, tal como se indicou para os roedores. Se, num estudo anterior, a 90
dias, efetuado com doses comparéveis, ndo se tiverem detetado alteragdes dos pardmetros de bioquimica clinica,
ndo é necessdrio efetuar as andlises previstas ao fim de trés meses, tanto no caso dos roedores como de outras
espécies. Recomenda-se o jejum dos animais (exceto dos ratinhos) durante a noite, antes da colheita das
amostras de sangue (!). Devem ser efetuadas as seguintes andlises (38): glucose, ureia (azoto ureico), creatinina,
proteinas totais, albumina, cdlcio, s6dio, potdssio, colesterol total, pelo menos duas andlises reveladoras de
efeitos hepatocelulares (alanina-aminotransferase, aspartato-aminotransferase, glutamate-desidrogenase, édcidos
biliares totais) (39) e, pelo menos, duas andlises reveladoras de efeitos hepatobiliares (fosfatase alcalina, ga-
ma-glutamil-transferase, 5’-nucleotidase, bilirrubina total, dcidos biliares totais) (39). Se necessério, em fung¢do da
toxicidade do produto quimico em estudo, poderdo analisar-se outros parametros de quimica clinica, tais como
a colinesterase, hormonas especificas e os triglicéridos em jejum. Em termos gerais, deve adotar-se uma pers-
petiva de flexibilidade, dependendo dos efeitos observados efou previstos do produto quimico em causa.

45. Devem ser efetuadas andlises de urina a todos os animais estudados (dez machos e dez fémeas de cada grupo),
em amostras colhidas com a mesma cronologia especificada para as andlises hematoldgicas e de quimica clinica.
Se, num estudo anterior, a 90 dias, efetuado com doses comparédveis, ndo se tiverem detetado alteracdes dos
pardmetros analisados na urina, ndo ¢ necessdrio efetuar as andlises previstas ao fim de trés meses. Uma
recomendagdo de peritos relativa a estudos de patologia clinica (38) inclui a seguinte lista de parametros:
aspeto, volume, osmolalidade ou densidade, pH, proteinas totais e glucose. Podem também determinar-se os
seguintes pardmetros: corpos ceténicos, urobilinogénio, bilirrubina e sangue oculto. Pode ser necessdrio recorrer

ainda a outros pardmetros para investigar melhor os efeitos observados.

46. Em geral, considera-se que, nos estudos em cées, é necessirio determinar os valores de base dos pardmetros
hematoldgicos e de bioquimica clinica antes de iniciar a exposi¢do dos animais, 0 mesmo ndo sucedendo,
porém, no caso dos estudos em roedores (38). Se os dados de base histéricos (ver o ponto 58) forem
inadequados, pode, no entanto, ser necessdrio determinar os dados em falta.

PATOLOGIA
Autépsia macroscopica

47. Normalmente, deve ser realizada a todos os animais estudados uma autépsia macroscopica completa e porme-
norizada através do exame cuidadoso da superficie exterior do corpo, dos orificios, das cavidades craniana,
tordcica e abdominal e do contetido de cada uma destas. Todavia, pode igualmente prever-se que (no caso dos
grupos com destino a eutandsia intercalar e dos grupos satélites) as determinagdes se limitem a pardmetros
fundamentais especificos, por exemplo, de neurotoxicidade ou de imunotoxicidade (ver o ponto 21). Ndo é
necessdrio autopsiar esses animais nem aplicar-lhes os procedimentos descritos nos pontos seguintes. Fica ao
critério do diretor do estudo decidir em que casos é necessdrio autopsiar animais sentinelas.

(") No caso de algumas determinacdes no soro e no plasma, nomeadamente da glucose, é aconselhdvel que os animais jejuem durante a

noite. O principal motivo deste recomendacdo reside no facto de que a maior variabilidade dos resultados que inevitavelmente ocorreria
se os animais ndo jejuassem poderia ocultar efeitos subtis e dificultar as interpretacdes. No entanto, por outro lado, o jejum durante a
noite pode interferir no metabolismo geral dos animais, e, particularmente nos estudos realizados com administracio pela via alimentar,
perturbar a exposi¢do didria ao produto quimico em estudo. Os animais devem ser todos avaliados no mesmo estado fisiologico, pelo
que é preferivel programar as avaliagdes pormenorizadas e as avaliacdes neuroldgicas para um dia diferente do da colheita das amostras
para as andlises de bioquimica clinica.
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48.

49.

50.

Deve determinar-se o peso dos érgdos de cada animal, com excecdo dos excluidos no ponto 47. Removem-se
convenientemente os tecidos aderentes as glandulas suprarrenais, ao encéfalo, aos epididimos, ao coragio, aos
rins, ao figado, aos ovdrios, ao bago, aos testiculos, a tiroide (com as glandulas paratiroides, sendo a pesagem
efetuada depois da fixagdo) e ao ttero de todos os animais (exceto os moribundos efou os que sejam eutana-
siados durante o estudo) e pesa-se cada um destes ainda himido o mais rapidamente possivel depois da
dissecagdo, para evitar que seque.

Os tecidos a seguir indicados devem conservar-se no meio de fixagdo mais adequado ao tipo de tecido em causa
e ao exame histopatoldgico previsto (40) — os tecidos entre parénteses retos sdo facultativos:

todas as lesdes coracdo pancreas estomago (pré-estdbmago,
macroscopicas estomago glandular)
glandulas suprarrenais ileo glandulas paratiroides [dentes]

aorta jejuno nervo periférico testiculos

encéfalo (incluindo seccdes | rins hipéfise timo

dos hemisférios cerebrais,
do cerebelo e da medulaf
[protuberancia anelar)

cego glandulas lacrimais (exo- | prostata tiroide
-orbitais)

colo do dutero figado reto [lingua]

glandulas de coagulagio pulmdes glandulas salivares traqueia

c6lon ganglios linfticos (su- vesiculas seminais bexiga urindria

perficiais e profundos)

duodeno glandulas mamadrias (ob- | musculo esquelético ttero, incluindo o colo do
rigatério no caso das fé- ttero
meas e, nos machos, se
for claramente dissecd-
vel)

epididimo [vias respiratdrias supe- | pele [ureteres]
riores, incluindo o nariz,
0s cornetos e os seios

paranasais]
olhos (incluindo a retina) | eséfago medula espinal (a trés [uretra]
niveis: cervical, medioto-
racico e lombar)
[fémur com articulagio] [bolbo olfativo] bago vagina
vesicula biliar (exceto no | ovdrios [esterno] sec¢do da medula dssea
caso do rato) efou uma puncdo recente

de medula déssea

glandulas de Harder

No caso dos 6rgdos emparelhados (por exemplo, os rins e as glandulas suprarrenais), devem ser ambos
conservados. Os resultados clinicos ou outros podem aconselhar o exame de outros tecidos. Devem ser
conservados também todos os érgdos que as propriedades conhecidas do produto quimico em estudo indiciem
que serdo provavelmente afetados. Nos estudos por via dérmica, os 6rgdos a examinar sdo ainda os constantes
da lista relativa a exposi¢do por via oral, mas ¢ necessdrio proceder igualmente a amostragem e a conservagio
de pele do local onde o produto quimico em estudo foi aplicado. Nos estudos por inalacdo, a lista de tecidos do
aparelho respiratdrio a conservar e a examinar deve seguir as recomendagdes dos capitulos B.8 (9) e B.29 (10)
deste anexo. A lista de outros 6rgdos e tecidos a examinar neste caso (além dos tecidos do aparelho respiratério
a conservar ja especificados) ¢ a estabelecida para a exposi¢do por via oral.

Histopatologia

A referéncia 40 contém orientagdes sobre as melhores prdticas a seguir na realizacdo de estudos de patologias
toxicoldgicas. Os exames histopatoldgicos devem incidir, no minimo, no seguinte:

— todos os tecidos dos animais dos grupos de controlo e dos grupos expostos a dose mais elevada,
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51.

52.

53.

54.

55.

— todos os tecidos dos animais que morreram ou foram eutanasiados durante o estudo,
— todos os tecidos com anomalias macroscépicas,

— os tecidos dos orgdos afetados, e os tecidos que revelaram alteragdes atribuiveis a exposi¢do ao produto
quimico em estudo nos animais dos grupos expostos a dose mais elevada, de todos os animais de todos os
outros grupos expostos a uma dose do produto quimico,

— no caso dos 6rgdos emparelhados (por exemplo, os rins e as glandulas suprarrenais), devem examinar-se
ambos.

EXAMES (ETAPA DE CARCINOGENICIDADE)

Normalmente no inicio e no final de cada dia, incluindo fins de semana e feriados, devem verificar-se os casos
de morbidez ou mortalidade no conjunto dos animais. Verifica-se igualmente, uma vez por dia, se os animais
tém sinais com importancia toxicoldgica. No caso dos estudos que recorrem a administragdo por sonda
esofdgica, os animais devem ser verificados imediatamente apds a administragdo do produto quimico. Deve
prestar-se especial atencdo ao desenvolvimento de tumores, registando-se o tempo decorrido até ao apareci-
mento destes e o local, as dimensdes, o aspeto ¢ a progressdo de cada tumor visivel na observagdo macroscopica

ou identificdvel por palpacio.

Todos os animais devem ser pesados no inicio da exposi¢do, pelo menos uma vez por semana nas primeiras
treze semanas e, a partir dai, pelo menos uma vez por més. Deve medir-se o consumo de alimentos e a
eficiéncia alimentar pelo menos uma vez por semana nas primeiras treze semanas e, a partir dai, pelo menos
uma vez por més. Se o produto quimico em estudo for administrado através da dgua de beber, deve medir-se o
consumo de dgua pelo menos uma vez por semana nas primeiras treze semanas e, a partir dai, pelo menos uma
vez por més. Pode ser util medir o consumo de dgua também no caso dos estudos em que se verifiquem
alteracdes do comportamento dos animais a esse nivel.

Andlises hematoldgicas e de bioquimica clinica e outras determinagdes

A fim de extrair um mdximo de informagdes do estudo, sobretudo no que respeita a0 modo de agdo, fica ao
critério do diretor do estudo proceder a colheita de amostras de sangue para andlises hematoldgicas e de
bioquimica clinica. Pode também ser dtil efetuar andlises de urina. Os dados relativos aos animais utilizados
na etapa de toxicidade crénica do estudo — a qual normalmente tem a duragdo de doze meses (ponto 34) —
fornecem informagdes sobre os pardmetros destas andlises. Para mais orientagdes sobre o interesse da colheita
das referidas amostras num estudo de carcinogenicidade, consultar o documento de orientagdes n.° 116 (7). Se
forem colhidas amostras de sangue com essa finalidade, deve efetuar-se a colheita no final do periodo de ensaio,
imediatamente antes da eutandsia dos animais ou integrada nesta. As amostras devem ser colhidas, sob
anestesia, num ponto determinado a indicar, por exemplo, por pungdo cardiaca ou no seio retro-orbital. Podem
igualmente preparar-se esfregagos de sangue para exame, em especial se o 6rgdo afetado for a medula dssea.
Todavia, tem sido questionada (38) a utilidade deste exame de esfregacos de sangue na etapa de carcinogeni-
cidade para a avaliacdo do potencial cancerigeno/oncogénico.

PATOLOGIA
Autépsia macroscopica

Deve ser realizada a todos os animais estudados — exceto os animais sentinelas e outros animais satélites (ver o
ponto 20) — uma autdpsia macroscopica completa e pormenorizada através do exame cuidadoso da superficie
exterior do corpo, dos orificios, das cavidades craniana, tordcica e abdominal e do contetido de cada uma destas.
Fica ao critério do diretor do estudo decidir em que casos ¢ necessario autopsiar animais sentinelas ou outros
animais satélites. A pesagem de 6rgdos normalmente ndo faz parte dos estudos de carcinogénese, dado que as
alteracdes geritricas e o desenvolvimento de tumores em fases avangadas diminuem a utilidade dessas pesagens.
Todavia, estas pesagens podem ter muita importancia nas avaliagdes baseadas na suficiéncia da prova, sobretudo
no que respeita a0 modo de acdo. Se fizerem parte de estudos satélites, deve recolher-se estes dados o mais
tardar um ano ap6s o inicio do estudo.

Os tecidos a seguir indicados devem conservar-se no meio de fixagdo mais adequado ao tipo de tecido em causa
e ao exame histopatoldgico previsto (40) — os tecidos entre parénteses retos sio facultativos:

todas as lesdes coragao pancreas estomago (pré-estomago,
macroscopicas estomago glandular)
glandulas suprarrenais ileo glandulas paratiroides [dentes]

aorta jejuno nervo periférico testiculos

encéfalo (incluindo seccdes | rins hipéfise timo

dos hemisférios cerebrais,
do cerebelo e da medula/
|protuberéncia anelar)

cego glandulas lacrimais (exo- | prostata tiroide
-orbitais)
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56.

57.

colo do dtero figado reto [lingua]
glandulas de coagulacio pulmdes glandulas salivares traqueia
c6lon ganglios linfticos (su- vesiculas seminais bexiga urindria
perficiais e profundos)
duodeno glandulas mamdrias (ob- | mdsculo esquelético ttero, incluindo o colo do
rigatdrio no caso das fé- utero
meas e, nos machos, se
for claramente dissecd-
vel)
epididimo [vias respiratérias supe- | pele [ureteres]
riores, incluindo o nariz,
0s cornetos e os seios
paranasais]
olhos (incluindo a retina) | eséfago medula espinal (a trés [uretra]
niveis: cervical, medioto-
récico e lombar)
[fémur com articulagdo] [bolbo olfativo] baco vagina
vesicula biliar (exceto no | ovérios [esterno] seccdo da medula dssea
caso do rato) e/ou uma pungio recente
de medula ssea
glandulas de Harder

No caso dos 6rgdos emparelhados (por exemplo, os rins e as glandulas suprarrenais), devem conservar-se
ambos. Os resultados clinicos ou outros podem aconselhar o exame de outros tecidos. Devem conservar-se
também todos os 6rgdos que as propriedades conhecidas do produto quimico em estudo indiciem que serdo
provavelmente afetados. Nos estudos por via dérmica, os 6rgdos a examinar sdo ainda os constantes da lista
relativa & exposi¢do por via oral, mas é necessdrio proceder igualmente a amostragem e & conservacdo de pele
do local onde o produto quimico em estudo foi aplicado. Nos estudos por inalagdo, a lista de tecidos do
aparelho respiratorio a conservar e a examinar deve seguir as recomendagdes dos capitulos B.8 (8) e B.29 (9)
deste anexo. A lista de outros 6rgdos e tecidos a examinar neste caso (além dos tecidos do aparelho respiratério
a conservar ji especificados) ¢é a estabelecida para a exposi¢do por via oral.

Histopatologia

A referéncia 40 contém orientagdes sobre as melhores praticas a seguir na realizagdo de estudos de patologias
toxicoldgicas. Os exames devem incidir, no minimo, nos seguintes tecidos:

— todos os tecidos dos animais dos grupos de controlo e dos grupos expostos a dose mais elevada,
— todos os tecidos dos animais que morreram ou foram eutanasiados durante o estudo,
— todos os tecidos com anomalias macroscépicas, incluindo tumores,

— os tecidos que revelaram alteragdes histopatoldgicas atribuiveis a exposi¢do ao produto quimico em estudo
nos animais dos grupos expostos & dose mais elevada, de todos os animais de todos os outros grupos
expostos a uma dose do produto quimico,

— no caso dos 6rgdos emparelhados (por exemplo, os rins e as glandulas suprarrenais), devem examinar-se
ambos.

DADOS E RELATORIOS (TOXICIDADE CRONICA E CARCINOGENICIDADE)
Dados

Deve apresentar-se os dados por animal relativos a todos os pardmetros avaliados. Esses dados devem ainda ser
resumidos num quadro, indicando, para cada grupo estudado, o niimero de animais no inicio do ensaio, o
nimero de animais que morreram durante o ensaio ou que foram eutanasiados, a hora de cada morte ou
eutandsia, 0 nimero de animais que apresentaram sinais de toxicidade, a descricio dos 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 de lesdes e a percentagem de animais que apresentaram cada tipo de
lesdo. Devem constar dos quadros de resumo dos dados as médias e os desvios-padrdo (no caso dos dados
continuos) correspondentes aos animais que apresentaram lesdes ou efeitos tdxicos, além do grau das lesdes.
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58. Os dados histdricos de controlo podem ser titeis para a interpretacdo dos resultados do estudo, por exemplo,
quando houver indica¢des de que os dados provenientes dos grupos de controlo em paralelo divergem signi-
ficativamente de dados recentes referentes a animais de controlo da mesma colénia e da mesma unidade de
ensaio. Caso sejam avaliados dados histdricos de controlo, estes devem provir do mesmo laboratério, reportar-se
a animais da mesma idade e estirpe ¢ ter sido gerados nos cinco anos anteriores ao estudo em causa.

59. Quando pertinente, deve avaliar-se os resultados numéricos por um método estatistico corrente adequado. Os
métodos estatisticos e os dados a analisar devem ser escolhidos no planeamento do estudo (ponto 9). Nessa
escolha, deve prever-se os ajustamentos em fungdo do grau de sobrevivéncia que se revelem necessérios.

60. Dados a constar do relatério dos ensaios:
Produto quimico em estudo:
— natureza fisica, grau de pureza e propriedades fisico-quimicas,
— dados de identificagio,
— proveniéncia,
— ntimero de lote,
— boletim de andlises quimicas.
Veiculo (se for o caso):
— justificagdo da escolha do veiculo (se ndo for dgua).
Animais estudados:
— espécie e estirpe utilizadas e justificagdo da opgdo tomada,
— numero, idade e sexo dos animais no inicio dos ensaios,
— proveniéncia, condi¢des de alojamento, dieta, etc.,
— peso de cada animal no inicio do ensaio.
Condicdes de realizacdo dos ensaios:
— fundamentagdo da via de administragdo e das doses escolhidas,
— métodos estatisticos utilizados na andlise dos dados, se for o caso,

— elementos relativos a formulacdo do produto quimico em estudofa incorporacio do mesmo na dieta
fornecida aos animais,

— dados analiticos relativos a concentragdo atingida, estabilidade e homogeneidade da preparagdo,
— via de administragdo e elementos relativos & administragdo do produto quimico em estudo,
— no caso dos estudos por inalagdo: exposi¢do unicamente nasal ou de corpo inteiro,

— doses reais (mg/kg de peso corporal/dia) e, se for caso disso, fator de conversdo entre a concentracdo do
produto quimico em estudo na dieta ou na dgua de beber (mg/kg ou ppm) e a dose real,

— elementos sobre a qualidade dos alimentos e da dgua.
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Resultados (apresentar quadros de resumo dos dados e os dados por animal):
Informacoes gerais

— dados de sobrevivéncia,

— pesos corporais e alteragdes de peso corporal,

— consumo de alimentos, cdlculos da eficiéncia alimentar (se efetuados) e consumo de dgua (se for caso disso),
— dados toxicocinéticos, se disponiveis,

— resultados oftalmoscépicos, se disponiveis,

— resultados hematoldgicos, se disponiveis,

— resultados de quimica clinica, se disponiveis.

Resultados dos exames clinicos

— sinais de toxicidade,

— incidéncia (e, se quantificada, intensidade) das anomalias observadas,

— natureza, intensidade e duragdo dos sinais clinicos observados (reversiveis ou irreversiveis).
Dados das autdpsias

— peso corporal terminal,

— peso de cada 6rgdo (e relagio com o peso corporal, se for caso disso),

— resultados das autdpsias; incidéncia e intensidade das anomalias.
Histopatologia

— observagdo de efeitos histopatolégicos ndo neopldsicos,

— observagdo de efeitos histopatoldgicos neopldsicos,

— correlagdo entre as observacdes macroscopicas e os resultados microscopicos,

— descrigdo pormenorizada dos resultados histopatoldgicos resultantes da exposi¢do dos animais ao produto
quimico em estudo, incluindo a classificagdo de intensidade,

— relatérios do eventual exame das laminas por pares especialistas.
Tratamento estatistico dos resultados, se for caso disso.

Discussdo dos resultados, nomeadamente:

— discussio dos eventuais modelos,

— relacdes dose-resposta,

— dados historicos de controlo,
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— andlise dos dados disponiveis sobre modos de acdo,

— determinacdo das doses de referéncia, do NOAEL e do LOAEL,

— importancia para o ser humano.

Conclusdes.
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Apéndice 1

DEFINICAO

Produto quimico em estudo: qualquer substincia ou mistura a qual seja aplicado este método de ensaio.»

7) O capitulo B.36 passa a ter a seguinte redagdo:

«B.36. TOXICOCINETICA

INTRODUCAO

Este método é equivalente ao Test Guideline 417 da OCDE (2010). Os estudos toxicocinéticos realizados aos
produtos quimicos visam obter informagdes adequadas sobre a absor¢do, distribui¢do, biotransformagdo (meta-
bolismo) e excre¢do dos mesmos, facilitar o estabelecimento de uma relacdo entre a concentracio ou dose e a
toxicidade observada e contribuir para a compreensio do mecanismo através do qual os produtos quimicos em
causa exercem a sua toxicidade. A toxicocinética pode ajudar a elucidar os estudos toxicoldgicos, ao demonstrar
que a exposicdo dos animais ao produto quimico em estudo é de natureza sistémica e ao revelar quais sdo as
entidades circulantes (produto quimico parental ou metabolitos deste). Os pardmetros toxicocinéticos bdsicos
extraidos destes estudos também fornecem informacdes sobre o potencial de acumulagdo do produto quimico
em questdo nos tecidos efou drgdos e sobre o potencial de inducdo de biotransformacdes devidas a exposicdo ao
produto quimico em causa.

Os dados toxicocinéticos podem ser tteis para apreciar a adequagdo e pertinéncia da extrapolagdo de dados de
toxicidade em animais com vista a avaliagdo de perigos efou riscos para o ser humano. Os estudos toxicoci-
néticos também podem proporcionar informagdes tteis para a determinacdo das doses a utilizar em estudos de
toxicidade (cinética linear ou ndo linear), bem como da relacio entre a via de administracio e os efeitos
produzidos, da biodisponibilidade e de outros aspetos, relativos a conce¢do do estudo. Determinados tipos de
dados toxicocinéticos podem servir para construir modelos toxicocinéticos de base fisiologica.

Os dados toxicocinéticos e metabdlicos sdo importantes a diversos titulos. Podem, por exemplo, dar indicagdes
acerca de possiveis efeitos téxicos e modos de agdo, bem como sobre a relagio destes com as doses e com a via
de exposicdo. Por outro lado, os dados metabdlicos podem proporcionar informacdes tteis para avaliar a
importancia, no plano toxicoldgico, da exposi¢io a metabolitos exdgenos do produto quimico em estudo.

Dispor de dados toxicocinéticos adequados ajudard a confirmar a aceitabilidade e aplicabilidade de métodos
baseados em relacdes estrutura-atividade, interpolacdes e agrupamentos para avaliar a seguranga de produtos
quimicos. Os dados cinéticos também podem servir para avaliar a pertinéncia toxicoldgica de outros estudos (por
exemplo, in vivo e in vitro).

Salvo indicagdo em contrdrio (ver, nomeadamente, os pontos 74 a 78), este método pressupde a administragio
por via oral do produto quimico em estudo.

CONSIDERACOES INICIAIS

As diversas regulamentagdes estabelecem exigéncias e necessidades diferentes quanto aos efeitos e pardmetros
toxicocinéticos a medir relativamente a cada classe de produtos quimicos (pesticidas, biocidas, produtos quimicos
industriais, etc.). Contrariamente a maioria dos outros métodos, este método descreve ensaios toxicocinéticos que
compreendem multiplas medigdes e muiltiplos efeitos observados. Futuramente, poderdo vir a ser elaborados
novos métodos de ensaio efou documentos de orientagdo que individualizem e pormenorizem mais cada efeito
observado. No que respeita ao presente método, cada regulamentagdo estabelece as exigéncias efou necessidades
ao nivel dos ensaios e avaliagdes a realizar.

Sdo numerosos os estudos que podem ser realizados para avaliar o comportamento toxicocinético de produtos
quimicos para efeitos da regulamentagdo aplicdvel. Todavia, consoante as necessidades ou situagdes concretas ao
nivel da regulamentacdo, nem todos esses estudos poderdo ser necessirios para avaliar o produto quimico em
causa. Na conce¢do de estudos toxicocinéticos é necessirio ser flexivel e ter em conta as caracteristicas do
produto quimico em causa. Em alguns casos, pode ser suficiente explorar um determinado conjunto de questdes
para atender aos perigos e riscos associados ao produto quimico em causa. Por vezes, podem obter-se dados
toxicocinéticos no ambito da avaliagdo efetuada no quadro de outros estudos toxicoldgicos. Noutros casos,
podem ser necessdrios estudos toxicocinéticos suplementares efou mais aprofundados, se a regulamentagio o
exigir efou ou se a avaliagio do produto quimico em causa suscitar novas interrogacdes.

A fim de melhorar a qualidade do estudo e de evitar o recurso desnecessdrio a animais, antes de realizar o estudo
o laboratério deve ponderar todas as informagdes disponiveis sobre o produto quimico em causa ¢ os meta-
bolitos e andlogos deste. Entre essas informag¢des podem contar-se dados obtidos por outros métodos de ensaio
pertinentes (estudos in vivo ou in vitro efou avaliacdes in silico — ou seja, por simulacdo computacional). No
planecamento do estudo e na interpretacio dos resultados pode ser ttil ter presente as propriedades



L 81/108 Jornal Oficial da Unido Europeia 19.3.2014

fisico-quimicas (tais como o coeficiente de parti¢do octanol/dgua, expresso em log Py, 0 pKa, a hidrossolubi-
lidade, a pressio de vapor e o peso molecular) do produto quimico em causa. Estas propriedades podem
determinar-se pelos métodos adequados descritos nos métodos de ensaio correspondentes.

LIMITACOES

9. Este método ndo se adapta a casos especiais, tais como fémeas gravidas ou em lactacdo e progenituras, nem a
avaliacio de eventuais residuos em animais destinados a alimentagdo humana expostos. Todavia, os dados
provenientes de estudos pelo método B.36 podem fornecer informagdes suscetiveis de orientar a concecdo de
estudos especificos para esses casos. O presente método nio se destina ao ensaio de nanomateriais. Um relatério
do exame preliminar da aplicabilidade das Test Guidelines da OCDE aos nanomateriais (1) indica que a Test
Guideline 417 (equivalente ao presente método) pode ndo se aplicar a estes materiais.

DEFINICOES

10. Definem-se no apéndice alguns conceitos utilizados neste método.

CONSIDERACOES DE BEM-ESTAR ANIMAL

11. O documento de orienta¢des n.° 19 da OCDE (2) contém orientagdes sobre o tratamento ético dos animais.
Recomenda-se a consulta deste documento da OCDE relativamente a todos os estudos in vivo e in vitro referidos
no presente método de ensaio.

DESCRICAO DOS METODOS
Estudos-piloto

12. Recomenda-se e incentiva-se a realizacdo de estudos-piloto para escolher os pardmetros experimentais para os
estudos de toxicocinética (por exemplo, metabolismo, balanco de massas, protocolos analiticos, dosagens,
exalagdo de CO,, etc). A caracterizagdo de alguns destes parametros pode dispensar o recurso a produtos
quimicos com marcagdo radioativa.

Escolha dos animais
Espécie

13. De preferéncia, a espécie e a estirpe dos animais utilizados nos ensaios de toxicocinética devem ser idénticas as
utilizadas nos outros estudos toxicoldgicos realizados com o produto quimico em causa. Normalmente utiliza-se
o rato, espécie amplamente usada nos estudos toxicoldgicos. Pode justificar-se o recurso a outras espécies ou a
utilizacdo de espécies adicionais se estudos toxicoldgicos importantes evidenciarem efeitos téxicos significativos
nessas espécies ou se a toxicidade/toxicocinética nessas espécies for comprovadamente mais pertinente para o ser
humano. £ necessdrio justificar a escolha da espécie e da estirpe de animal.

14. Salvo mengdo em contrdrio, este método pressupde que a espécie ensaiada é o rato. Se forem utilizadas outras
espécies, pode ser necessédrio alterar determinados aspetos do método.

Idade e estirpe

15. Devem ser utilizados animais adultos, jovens e saudaveis, normalmente com 6 a 12 semanas na altura da
exposi¢do (ver também os pontos 13 e 14). E necessdrio justificar o recurso a animais que ndo sejam adultos
jovens. No inicio do estudo, os animais devem ter todos idades aproximadas. As diferencas de peso de animal
para animal ndo devem desviar-se mais de 20 % do peso médio de todos os animais do grupo. Idealmente, a
estirpe utilizada deve ser idéntica a utilizada para constituir a base de dados toxicoldgicos do produto quimico
em causa.

Ntimero e sexo dos animais

16. Para cada dose ensaiada, o niimero minimo de animais é de quatro de um dos sexos, sendo necessdrio justificar
o sexo dos animais utilizados. Deve ponderar-se a utilizagdo de animais de ambos os sexos (quatro machos e
quatro fémeas) caso haja indicios de diferengas significativas de toxicidade entre os sexos.

Condigdes de alojamento e de alimentagdo

17. Normalmente, os animais sdo alojados individualmente durante o ensaio. Em circunstancias especiais, pode
justificar-se um alojamento agrupado. A iluminagdo deve ser artificial, com uma sequéncia de 12 horas de
luz seguidas de 12 horas de escuriddo. A temperatura do biotério deve ser de 22 °C + 3 °C; a humidade relativa
de 30 % a 70 %. Na alimentagdo, podem utilizar-se dietas convencionais de laboratério e deve ser fornecida dgua
de beber sem restricdes.
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Produto quimico em estudo

Em todos os aspetos do estudo relacionados com o balanco de massas e com a identificacdo dos metabolitos, o
produto quimico utilizado deve estar marcado com o is6topo radioativo 1*C. Todavia, se puder demonstrar-se
que:

— ¢ possivel efetuar o balanco de massas e identificar os metabolitos utilizando o produto quimico sem
marcagao radioativa,

— a especificidade e a sensibilidade analiticas do método sem o produto quimico com marca¢do radioativa sdo
iguais ou superiores as que se obteriam com marcac¢do radioativa,

ndo serd necessdrio utilizar um produto quimico com marcagdo radioativa. Por outro lado, podem utilizar-se
outros isdtopos radioativos ou estdveis, especialmente se o elemento em questdo for a causa da toxicidade ou
integrar a parte téxica do produto quimico em estudo. Se possivel, o marcador radioativo deve localizar-se numa
parte central da molécula que seja estdvel ao metabolismo (ndo permutdvel, ndo metabolizada em CO, nem
passa a fazer parte dos radicais monocarbonados do organismo). Para discernir o destino metabdlico do produto
quimico em estudo, pode ser necessirio marcar varios pontos ou determinadas regides da sua molécula.

E necessdrio determinar o grau de pureza e identificar os produtos quimicos com e sem marcacio radioativa
recorrendo a métodos de andlise adequados. A pureza radioldgica de um produto quimico radioativo deve ser a
méxima atingivel no caso desse produto quimico (idealmente superior a 95 %) e deve fazer-se um esforco
razodvel para identificar as impurezas cuja concentracio seja igual ou superior a 2 %. O grau de pureza, bem
como a identidade e a propor¢io das impurezas identificadas, devem constar do relatério. Determinados
programas obrigatérios podem optar por fornecer orientagdes suplementares para a defini¢do e caracterizagdo
dos produtos quimicos constituidos por misturas, bem como de métodos para determinagdo da pureza.

Escolha das doses
Estudo-piloto

Normalmente, ¢ suficiente no estudo-piloto uma dose tinica por via oral. A dose ndo deve ser téxica, mas deve
ser suficientemente elevada para possibilitar a identificacdo dos metabolitos nas excre¢des (e no plasma, se for
caso disso), assim como para a consecucdo dos objetivos do estudo-piloto, expressos no ponto 12.

Estudos principais

Nos estudos principais, ¢ preferivel ensaiar pelo menos duas doses, dado que as informagdes obtidas a partir
desse nimero minimo de grupos de dose podem facilitar a escolha das doses a ensaiar noutros estudos de
toxicidade, bem como a avaliagio da relacdo dose-resposta em ensaios de toxicidade jd realizados.

Se forem administradas duas doses, ambas devem ser suficientemente elevadas para possibilitar a identificagdo
dos metabolitos nas excre¢des (e no plasma, se for caso disso). Na escolha das doses devem ponderar-se as
informagdes extraiveis dos dados de toxicidade disponiveis. Caso ndo se disponha de informacdes (provenientes,
por exemplo, de estudos de toxicidade aguda por via oral nos quais se registem sinais clinicos de toxicidade ou
de estudos de toxicidade por dose repetida), pode ponderar-se, para dose mais elevada, um valor inferior a
estimativa da DLs, (vias oral e dérmica) ou & estimativa da CLs, (via inalatéria) ou um valor inferior ao valor
mais baixo do intervalo de toxicidade aguda estimado. A dose mais baixa deve ser uma fragdo da dose mais
elevada.

Caso o estudo incida apenas numa dose, idealmente esta deve ser suficientemente elevada para possibilitar a
identificagdo dos metabolitos nas excregdes (e no plasma, se for caso disso), sem gerar efeitos toxicos visiveis. Se
ndo for ensaiada uma segunda dose, é necessdrio justifica-lo.

Se for necessdrio determinar o efeito da dose nos processos cinéticos, duas doses podem ndo ser suficientes e
pelo menos uma das doses utilizadas deve ser suficientemente elevada para saturar esses processos. Uma
evolucdo ndo linear da drea abaixo da curva da concentragio no plasma em funcdo do tempo (AUC) entre
duas doses utilizadas no estudo principal constitui indicio forte da saturacdo de um ou mais processos cinéticos
algures entre essas duas doses.

No caso dos produtos quimicos de baixa toxicidade, deve utilizar-se uma dose mdxima de 1 000 mg/kg de peso
corporal pelas vias oral ou dérmica; se a administragdo for por via inalatdria, ver orienta¢des no capitulo B.2
deste anexo, mas normalmente a dose maxima ndo excederd 2 mg/l. Por razdes especificas ligadas ao produto
quimico em estudo, pode ser necesséria uma dose mais elevada, consoante o exija a regulamentacio aplicavel. £
sempre necessdrio justificar as doses escolhidas.
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Os dados toxicocinéticos e de distribui¢do pelos tecidos obtidos a partir de uma dose tinica podem ser suficientes
para determinar o potencial de acumulacio efou de persisténcia. Todavia, em determinadas circunstancias, pode
ser necessario administrar repetidamente a dose, para melhor avaliar o potencial de acumulacdo efou de
persisténcia ou a evolucdo dos pardmetros toxicocinéticos (por exemplo, a indugdo e a inibi¢do enzimdticas)
ou para responder as exigéncias da regulamentagdo aplicdvel. Nos estudos com repeti¢do de doses, é normal-
mente suficiente utilizar doses baixas, mas, em determinadas circunstancias, também pode ser necessério utilizar
doses elevadas (ver também o ponto 57).

Administragio do produto quimico em estudo

Deve dissolver-se o produto quimico em estudo, ou preparar-se uma suspensio homogénea do mesmo, no
mesmo veiculo utilizado nos outros estudos de toxicidade oral com administragio por sonda esofdgica efetuados
com o produto quimico em causa, se esse veiculo for conhecido. £ necessario justificar o veiculo escolhido. A
escolha do veiculo e do volume de dosagem sdo aspetos a considerar na concegdo do estudo. O método habitual
de administragio é por sonda esofdgica. Todavia, em determinadas situagdes, pode ser vantajoso proceder a
administracdo por meio de uma cdpsula de gelatina ou por incorporagdo na dieta, sendo necessirio justificar
ambas as opgdes. E igualmente necessrio dispor de meios de verificagio da dose efetivamente administrada a
cada animal.

O volume méximo de liquido a administrar de cada vez por meio de sonda esofdgica depende do tamanho do
animal, do tipo de veiculo de dosagem e da suspensio ou ndo da alimentagio antes da administragdo do
produto quimico em estudo. E necessario explicar por que razdo se mantém ou se restringe a alimentagdo
antes da administragio das doses. Normalmente, o volume utilizado deve ser o menor possivel, tanto no caso
dos veiculos aquosos como dos veiculos ndo aquosos. No caso dos roedores, o volume das doses ndo deve,
normalmente, exceder 10 mg/kg de peso corporal. No caso dos produtos quimicos mais lipofilicos, o volume do
veiculo pode ser de 4 ml/kg de peso corporal ou superior. Nos casos de administracdo repetida das doses, em
que o jejum didrio seria contraindicado, pode ponderar-se utilizar volumes de dose inferiores (por exemplo, 2 a
4 ml/kg de peso corporal). Se possivel, deve procurar utilizar-se volumes de dose coerentes com os adminis-
trados noutros estudos orais por sonda esofdgica do produto quimico em causa.

A administragdo intravenosa do produto quimico em estudo e a medi¢do do teor deste no sangue efou nas
excre¢des pode servir para determinar a biodisponibilidade ou a absor¢do oral relativa. Nos estudos por via
intravenosa, administra-se uma dose tnica (normalmente equivalente a dose mais baixa por via oral, sem a
exceder — ver a escolha das doses) do produto quimico num veiculo adequado. Administra-se a dose num
volume adequado (por exemplo, 1 ml/kg de peso corporal), no local de administragdo escolhido, a, pelo menos,
quatro animais do sexo adequado (caso se justifique, podem utilizar-se animais de ambos os sexos — ver o
ponto 16). E necessirio dissolver completamente ou preparar uma suspensdo integral da dose do produto
quimico em estudo a administrar por via intravenosa. O veiculo utilizado nesta via de administracio ndo
deve interferir no fluxo sanguineo nem afetar as células sanguineas. Se o produto quimico em estudo for
injetado por meio de bombagem, é necessdrio indicar no relatério a velocidade de perfusdo e esta deve ser
normalizada para todos os animais. Caso se proceda a encanulacio da veia jugular (para administracio do
produto quimico em estudo efou para colheita de sangue) ou se utilize a artéria femoral para a administra¢do do
produto quimico, é necessdrio anestesiar o animal. Hd que ponderar bem o tipo de anestesia, dado que esta pode
influenciar a toxicocinética. Os animais devem poder restabelecer-se convenientemente antes de lhes ser adminis-
trado o produto quimico em estudo incorporado no veiculo.

No caso de determinados produtos quimicos, pode recorrer-se a outras vias de administragdo, como as vias
dérmica ou inalatéria (ver os pontos 74 a 78), em fungdo das propriedades fisico-quimicas do produto quimico
em causa e da utilizagio ou exposicio humanas previsiveis.

Medicdes
Balango de massas

Estabelece-se o balanco de massas somando as quantidades correspondentes as percentagens da dose (radioativa)
administrada excretadas na urina, nas fezes e no ar expirado e as quantidades correspondentes as percentagens
presentes nos tecidos, na carcaga restante ¢ nas dguas de lavagem da gaiola (ver o ponto 46). Em geral,
consideram-se adequadas recuperagdes totais do produto quimico (radioatividade) administrado superiores a
90 %.

Absorgio

Pode efetuar-se uma primeira estimativa da absor¢do excluindo do balanco de massas as quantidades corres-
pondentes a percentagem da dose presente no trato gastrointestinal e/ou nas fezes. Para o célculo da percen-
tagem de absor¢do, ver o ponto 33. Para a andlise das excrecdes, ver os pontos 44 a 49. Se ndo for possivel
determinar com exatiddo, por meio de um balan¢o de massas, a absorcdo subsequente a uma administragdo por
via oral (por exemplo, se mais de 20 % da dose administrada estiver presente nas fezes), podem ser necessarios
estudos mais aprofundados. Estes estudos podem compreender a administragio oral do produto quimico e a
determinacdo deste na bilis ou a administracdo oral e intravenosa do produto quimico e a determinacdo da
diferenca entre as quantidades deste presentes na urina, no ar expirado e na carcaca, depois de administrado por
cada uma destas vias. Em ambos os casos, mede-se a radioatividade em vez de efetuar uma andlise quimica
especifica do produto quimico em estudo e dos seus metabolitos.

Para estudar a excrecdo biliar, normalmente procede-se & administracdo por via oral. Neste estudo, insere-se uma
canula no ducto biliar de, pelo menos, quatro animais do sexo adequado (ou, caso se justifique, de ambos os
sexos), procedendo-se a administracio de uma tnica dose do produto quimico em estudo. Depois desta
administracdo, deve monitorizar-se a excrecdo de radioatividade/do produto quimico em estudo na bilis durante
0 tempo necessdrio para estimar a percentagem da dose administrada que é excretada por esta via, a qual se
pode utilizar para calcular, em seguida, a percentagem de absor¢do por via oral:
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Percentagem de absor¢io = (quantidade presente na bilis + na urina + no ar expirado + na carcaca,
com exclusio da quantidade presente no trato gastrointestinal)/quantidade
administrada x 100

No caso de determinadas classes de produtos quimicos, a dose absorvida pode ser diretamente segregada através
das membranas intestinais. Nesses casos, a determina¢do da percentagem da dose administrada presente nas fezes
apds administracio de uma dose por via oral a ratos com uma cinula inserida no ducto biliar ndo se considera
representativa da dose ndo absorvida. Recomenda-se que, nos casos em que se preveja secrecdo intestinal, se
calcule a percentagem da dose que é absorvida a partir de um célculo da absorgdo por comparacio da excregio
ap6s administragio por via oral e por via intravenosa (ratos intactos ou com uma canula inserida no ducto
biliar) — ver o ponto 35. Recomenda-se igualmente que, se for considerado necessdrio quantificar a secrecdo
intestinal, se mega a excregdo ap6s administragdo por via intravenosa em ratos com uma cinula inserida no
ducto biliar.

Biodisponibilidade

Pode determinar-se a biodisponibilidade a partir da cinética no plasma/no sangue dos grupos expostos por via
oral e por via intravenosa, conforme se descreve nos pontos 50 a 52, efetuando andlises quimicas especificas do
produto quimico em estudo efou do(s) metabolito(s) correspondente(s) e dispensando-se, portanto, a marcacdo
radioativa do produto quimico em causa. Pode entdo calcular-se a biodisponibilidade (F) do produto quimico em
estudo ou do(s) metabolito(s) correspondente(s) do seguinte modo:

F = (AUC.p/AUCy) % (Dosejy/Dosecyy)

em que AUC ¢é a drea abaixo da curva de concentragdo no plasma em fungdo do tempo e "exp" € a via
experimental (oral, dérmica ou inalatéria).

A fim de avaliar o risco de efeitos sistémicos, é geralmente preferivel recorrer a biodisponibilidade do compo-
nente toxico, em vez da percentagem de absor¢do, para comparar as concentra¢des sistémicas em estudos
efetuados em animais com dados andlogos de biomonitorizacio provenientes de estudos de exposigdo profis-
sional. A situagdo pode tornar-se mais complexa se as doses se situarem numa zona de resposta ndo linear, pelo
que é importante que um estudo toxicocinético prévio permita escolher uma gama de doses com resposta linear.

Distribuicdo pelos tecidos

O conhecimento da distribui¢do pelos tecidos do produto quimico em estudo efou dos metabolitos do mesmo é
importante para a identificagdo dos tecidos-alvo e para a compreensdo dos mecanismos subjacentes a toxicidade,
bem como para obter informacdes sobre o potencial de acumulacio e persisténcia do produto quimico e dos
metabolitos. Pelo menos no termo do estudo de excregdo (normalmente até sete dias ap6s a administracdo da
dose, em funcdo do comportamento do produto quimico em estudo), deve medir-se a percentagem da dose
(radioativa) total presente nos tecidos e na carcaga restante. Caso nao se detete o produto quimico nos tecidos no
final do estudo (por exemplo, por aquele ter sido eliminado anteriormente, devido a uma meia vida curta),
importa ndo interpretar mal os dados. Nessas situagdes, é necessdrio examinar a distribuicio pelos tecidos
quando se atinge a concentracio médxima do produto quimico (efou dos metabolitos) no plasma/no sangue
(Tay) OU @ taxa mdxima de excre¢do urindria (ver o ponto 38). Além disso, pode ser necessario colher tecidos
noutros momentos para determinar a distribui¢do do produto quimico em estudo (efou dos metabolitos) pelos
tecidos, para avaliar a eventual dependéncia do tempo, para facilitar o balango de massas efou se a autoridade
competente o exigir. Entre os tecidos a colher contam-se o figado, gordura, o trato gastrointestinal, os rins, o
baco, o sangue total, a carcaca restante, os 6rgdos-alvo e quaisquer outros (por exemplo, a tiroide, eritrécitos, os
6rgdos reprodutores, a pele e — sobretudo em animais pigmentados — os olhos) potencialmente importantes
para a avaliagdo toxicoldgica do produto quimico em estudo. Deve-se procurar examinar o maximo de tecidos
nos mesmos momentos, para otimizar a utilizagdo dos animais e no caso de, em estudos de toxicidade cronica
ou subcrénica, se observarem efeitos toxicos em orgdos-alvo. Deve indicar-se igualmente no relatorio as concen-
tragdes do residuo (radioativo) e a relacdo entre essas concentragdes nos tecidos e no plasma (no sangue).

A avaliacdo da distribuigdo pelos tecidos noutros momentos, tais como o momento em que sdo atingidos o pico
de concentragio no plasma/no sangue (por exemplo, T,,) ou a taxa mdxima de excre¢do urindria, obtida,
respetivamente, nos ensaios cinéticos do plasma/do sangue e nos ensaios de excrecdo urindria, também pode ser
uma exigéncia das autoridades competentes. As informagdes neste dominio podem facilitar a compreensdo da
toxicidade e do potencial de acumulagio e persisténcia do produto quimico em estudo e dos metabolitos. f
necessario justificar a escolha das amostras. As amostras a analisar sdo geralmente as jd indicadas (ver o
ponto 37).

Nos estudos da distribuicio pelos tecidos, pode quantificar-se a radioatividade procedendo a dissecagdo, homo-
geneizagdo, combustdo efou solubilizagdo dos 6rgdos e depois a contagem da cintilagdo em fase liquida dos
residuos retidos. Determinadas técnicas, atualmente em diversos estddios de desenvolvimento — por exemplo, a
autorradiografia quantitativa de corpo inteiro e a autorradiografia microscépica dos recetores —, podem ser tteis
para determinar a distribui¢do do produto quimico em estudo pelos orgdos efou tecidos (3)(4).

Se a via de exposi¢do ndo for a via oral, deve colher-se e analisar-se determinados tecidos especificos, tais como
os pulmdes, nos estudos por inalagdo, e a pele, nos estudos por via dérmica. Ver os pontos 74 a 78.
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Metabolismo

E necessdrio recolher as excrecdes (e, se for caso disso, colher amostras de plasma) para proceder 2 identificacio
e quantificagdo do produto quimico inalterado e dos metabolitos do mesmo, como se descreve nos pontos 44 a
49. Para facilitar a identificagdo dos metabolitos, aceita-se a reunido das excre¢des de um determinado grupo de
dose. Recomenda-se que se estabeleca o perfil dos metabolitos correspondente a cada periodo do estudo.
Todavia, se a falta de amostras efou de radioatividade o inviabilizar, aceita-se a reunido da urina e das fezes
correspondentes a diversos momentos do estudo, mas ndo das correspondentes aos dois sexos ou a doses
diferentes. Na andlise da urina, das fezes, da radioatividade presente no ar expirado pelos animais expostos e da
bilis devem ser utilizados métodos qualitativos e quantitativos adequados.

Deve fazer-se um esforgo razodvel para identificar os metabolitos presentes em concentra¢des iguais ou supe-
riores a 5 % da dose administrada e para tracar um esquema metabdlico do produto quimico em estudo. Se a
quantidade do produto quimico em estudo nas excre¢des representar 5 % ou mais da dose administrada, é
necessario que o produto quimico seja af identificado. Entende-se por "identificacdo" a determinacdo da estrutura
exata dos componentes. Normalmente, procede-se a identificacdo efetuando simultaneamente um tragado cro-
matogréfico (cocromatografia) do metabolito e de padrdes conhecidos, por dois sistemas diferentes, ou recor-
rendo a técnicas que permitam determinar a estrutura, tais como a espetrometria de massa, a ressonancia
magnética nuclear e outras. No caso da cocromatografia, ndo se considera que o recurso a técnicas cromato-
grificas que utilizem a mesma fase estaciondria com dois sistemas de solventes diferentes constitua uma
verificagdo por dois métodos adequada da identidade dos metabolitos, dado que os métodos ndo seriam
independentes. A identificacio por cocromatografia deve processar-se mediante o recurso a dois sistemas
diferentes e independentes no plano analitico, tais como a cromatografia em camada fina normal ou com
inversdo de fases e a HPLC (cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia). Se a qualidade da separagdo
cromatografica for adequada, ndo é necessdria uma confirmacdo por meios espetroscopicos. Para uma identifi-
cagdo inequivoca, também pode recorrer-se a métodos que fornegam informagdes estruturais, tais como cro-
matografia em fase liquida/espetrometria de massa, cromatografia em fase liquida/espetrometria de massa,
seguida de nova espetrometria de massa (em tandem), cromatografia em fase gasosajespetrometria de massa e
espetrometria de ressondncia magnética nuclear.

Se ndo for possivel identificar os metabolitos que representem, individualmente, 5 % ou mais da dose adminis-
trada, deve constar do relatério final uma justificagdo ou explicacdo disso. Pode ser util identificar metabolitos
que representem menos de 5 % da dose administrada, para melhorar a compreensdo da via metabdlica com vista
a avaliagdo dos perigos efou riscos associados ao produto quimico em estudo. Sempre que possivel, deve
apresentar-se uma confirmacdo da estrutura. Para isso, pode ser necessdrio estabelecer o perfil metabélico no
plasma, no sangue ou noutros tecidos.

Excregdo

Para conhecer a taxa e o grau de excregdo da dose administrada, determina-se a percentagem da dose (radioativa)
recuperada na urina, nas fezes e no ar expirado, dados que também sdo necessdrios para o balanco de massas.
Devem determinar-se as quantidades do produto quimico em estudo (radioatividade) eliminadas na urina, nas
fezes e no ar expirado a intervalos de tempo adequados (ver os pontos 47 a 49). Os ensaios por dose repetida
devem ser concebidos de maneira a possibilitarem a recolha de dados de excre¢do para cumprir conveniente-
mente os objetivos descritos no ponto 26, o que permitird efetuar comparagdes com os ensaios de dose tnica.

Se um estudo-piloto tiver revelado que ndo sdo excretadas no ar expirado quantidades significativas (de acordo
com o ponto 49) do produto quimico (radioatividade), ndo é necessdrio recolher o ar expirado no estudo
definitivo.

Para a recolha das excregdes (urina, fezes e ar expirado), coloca-se cada animal numa unidade individual de
estudo do metabolismo. No final de cada periodo de recolha (ver os pontos 47 a 49), lavam-se essas unidades
com um solvente adequado ("lavagem da gaiola"), para médxima recuperagio do produto quimico em estudo (da
radioatividade). A recolha das excregdes deve terminar ao sétimo dia ou quando tiverem sido recolhidos 90 % da
dose administrada, consoante o que ocorrer primeiro.

Deve determinar-se a quantidade total do produto quimico em estudo (radioatividade) na urina em dois
momentos, pelo menos, do primeiro dia de recolha — um dos quais 24 horas apds a administragdo da dose
— e posteriormente uma vez por dia, até ao termo do estudo. Incentiva-se que, no primeiro dia, haja mais de
dois momentos de recolha (por exemplo, as 6, 12 e 24 horas). Devem analisar-se os resultados dos estudos-
-piloto a fim de tirar ilacdes sobre momentos de recolha diferentes ou suplementares. E necessario fundamentar
os programas de recolha.

Deve determinar-se diariamente a quantidade total do produto quimico em estudo (radioatividade) nas fezes,
com inicio 24 horas apds a administragdo da dose e até ao termo do estudo, a menos que os estudos-piloto
aconselhem momentos de recolha diferentes ou suplementares. E necessdrio fundamentar programas de recolha
diferentes.

Caso se detete menos de 1 % da dose administrada no ar expirado num perfodo de 24 horas, pode cessar-se a
recolha do CO, expirado e de outros produtos voldteis no estudo em curso.
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Estudos em funcio do tempo
Cinética no plasma/no sangue

Estes estudos visam obter estimativas dos principais pardmetros toxicocinéticos — por exemplo, Cp..., Ty, meia
vida (t;},) e AUC - do produto quimico em estudo. Podem efetuar-se com a administracdo de uma dose tnica,
mas geralmente administram-se duas ou mais doses. A escolha das doses depende da natureza do ensaio efou do
aspeto em estudo. Os dados cinéticos podem ser necessarios para resolver questdes como a da biodisponibilidade
do produto quimico efou para elucidar o efeito da dose na eliminacdo (por exemplo, para verificar se a saturagio
da eliminagdo depende ou ndo da dose).

O ndmero minimo de animais a utilizar nestes estudos é de quatro animais de um dos sexos por grupo de dose.
E necessdrio justificar o sexo dos animais utilizados. Deve ponderar-se a utiliza¢do de animais de ambos os sexos
(quatro machos e quatro fémeas) caso haja indicios de diferencas significativas de toxicidade entre os sexos.

Ap6s a administracdo do produto quimico em estudo (com marcagdo radioativa), devem colher-se amostras de
sangue de cada animal em momentos adequados e segundo um método apropriado. O volume e o niimero de
amostras de sangue que podem colher-se em cada animal podem estar limitados pelos efeitos potenciais de
colheitas sucessivas na satide/fisiologia do animal efou pela sensibilidade do método analitico. Devem analisar-se
amostras correspondentes a cada animal. Em determinadas circunstancias (por exemplo, a caracterizacdo de
metabolitos), pode ser necessdrio reunir amostras colhidas em diversos animais. Essa reunido de amostras deve
ser justificada e as amostras dela resultantes devem ser claramente identificadas. Caso se utilize um produto
quimico com marcagdo radioativa, pode justificar-se determinar a radioatividade total presente. Se assim for, deve
determinar-se a radioatividade total no sangue total e no plasma, ou no plasma e nos eritrocitos, para cilculo da
razdo sangue/plasma. Noutras situacdes, podem ser necessdrios estudos mais especificos que passem pela
identificacdo de compostos parentais efou de metabolitos ou pela avaliagio da fixacdo a proteinas.

Outros estudos cinéticos em tecidos

Estes estudos visam obter informagdes sobre a evolugdo no tempo, para elucidar questdes relacionadas com
aspetos como o modo da acdo tdxica, a bioacumulagdo e a biopersisténcia, mediante a determinagio dos niveis
do produto quimico em estudo em diversos tecidos. A escolha dos tecidos e o nimero de momentos a avaliar
dependerdo do aspeto a elucidar e da base de dados toxicologicos disponivel para o produto quimico. Na
concegdo destes estudos cinéticos complementares em tecidos, devem ser tidos em conta as informagdes
reunidas conforme se descreveu nos pontos 37 a 40. Estes estudos podem efetuar-se com uma tnica dose

A

ou repetindo a dose. E necessdrio justificar pormenorizadamente as op¢des tomadas.
Entre as razdes que podem justificar a realizacdo de outros estudos cinéticos em tecidos contam-se as seguintes:

— meia vida prolongada no sangue, indiciadora da possivel acumulagdo do produto quimico em estudo em
diversos tecidos,

— interesse em verificar se foi atingido um estado estaciondrio em determinados tecidos (por exemplo, em
estudos por dose repetida, embora a concentragio do produto quimico em estudo no sangue possa apa-
rentemente ter atingido um estado estaciondrio, pode ser util confirmar se também se atingiu uma concen-
tracdo estaciondria nos tecidos-alvo).

Neste tipo de estudos em funcdo do tempo, deve administrar-se por via oral uma dose adequada do produto
quimico em causa a, pelo menos, quatro animais por dose e por ponto temporal, medindo-se a distribui¢do ao
longo do tempo nos tecidos escolhidos. Podem utilizar-se animais todos do mesmo sexo, a menos que os efeitos
toxicos observados evidenciem alguma especificidade sexual. Também consoante o aspeto a elucidar, assim se
analisardo ou ndo a radioatividade total ou o produto quimico parental efou os metabolitos. Avalia-se a
distribuicdo pelos tecidos recorrendo a técnicas adequadas.

Indugdo/inibicdo enzimdticas
Num ou mais dos seguintes casos pode ser necessdrio estudar eventuais efeitos de inducdo/inibicdo enzimaticas

ou a biotransformacio do produto quimico em estudo:

1) Se houver indicios de uma relagdo entre a biotransformagdo do produto quimico e o aumento da toxicidade
do mesmo;

2) Se os dados de toxicidade disponiveis revelarem uma relacdo ndo linear entre a dose ¢ o metabolismo;

3) Se os estudos de identificacdo dos metabolitos tiverem identificado um metabolito potencialmente téxico que
possa ter sido produzido por uma via enzimdtica induzida pelo produto quimico em estudo;

4) Para explicar efeitos supostamente ligados a fendmenos de indugdo enzimdtica;
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5) No caso de experiéncias in vitro ou in vivo com espécies e condi¢des diferentes, se forem observadas alteracdes
toxicoldgicas significativas do perfil metabdlico do produto quimico em estudo, situacdo em que pode ser
necessdrio caracterizar a(s) enzima(s) em causa (por exemplo, enzimas da fase I, tais como as isoenzimas do
sistema das mono-oxigenases dependentes do citocromo P450, enzimas da fase II, tais como isoenzimas da
sulfotransferase ou da uridina-difosfato-glucoronosiltransferase, ou qualquer outra enzima pertinente). Estas
informacdes podem ser utilizadas para avaliar a pertinéncia da espécie em causa para extrapolagdes interes-
pécies.

Para avaliar varia¢des toxicocinéticas ligadas ao produto quimico em estudo, devem ser utilizados protocolos de
estudo adequados, devidamente validados e fundamentados. Constituem exemplos desses estudos a adminis-
tragdo repetida de doses do produto quimico ndo marcado, seguida de uma dose tnica com marcacio radioativa
ao décimo quarto dia, ou a administracio repetida de doses do produto quimico com marcagdo radioativa,
seguida da colheita de amostras ao primeiro, sétimo e décimo quarto dias para determinagio dos perfis
metabélicos. A administragdo repetida de doses do produto quimico em estudo com marcacdo radioativa
também pode fornecer informacdes sobre a bioacumulagdo (ver o ponto 26).

OUTRAS ABORDAGENS

Além das experiéncias in vivo descritas no presente método, hd outras possibilidades de obter informacdes titeis
sobre a absorcdo, a distribui¢do, o metabolismo ou a eliminagdo de produtos quimicos em determinadas
espécies.

Utilizagdo de dados obtidos in vitro

Utilizando sistemas de ensaio adequados, podem estudar-se in vitro diversos aspetos relativos ao metabolismo de
um produto quimico. Podem utilizar-se hepatdcitos recentemente isolados ou de cultura ou fragdes subcelulares
(por exemplo, microssomas e citosol ou a fragdo S9) hepdticas para estudar possiveis metabolitos. O metabo-
lismo local no 6rgdo-alvo — por exemplo, os pulmdes — pode ter interesse para a avaliacdo dos riscos. As
fragdes microssémicas de tecidos-alvo podem ser dteis para esse efeito. Os estudos com microssomas podem ter
utilidade para investigar eventuais diferengas entre os sexos ou relacionadas com o estddio vital e para carac-
terizar parametros enzimadticos (K, e V,,,,) que podem facilitar a avaliacio de dependéncias entre o metabolismo
e as doses de exposicdo. Por outro lado, os microssomas podem ser fteis na identificacio das enzimas
microssomdticas que participam no metabolismo do produto quimico em estudo, aspeto que pode ser impor-
tante para as extrapolagdes interespécies (ver também o ponto 56). Pode igualmente examinar-se o potencial de
inducdo de biotransformacdo utilizando fragdes subcelulares hepéticas (por exemplo, os microssomas ¢ o citosol)
de animais pré-expostos ao produto quimico em causa, através de estudos de inducdo de hepatécitos in vitro ou a
partir de linhagens celulares especificas que exprimam as enzimas pertinentes. Em determinadas circunstancias e
em condi¢des adequadas, pode ponderar-se a utilizagdo de fragdes subcelulares provenientes de tecidos humanos
para determinar eventuais diferencas entre espécies ao nivel da biotransformacdo. Os resultados de estudos in
vitro também podem ter utilidade no desenvolvimento de modelos toxicocinéticos de base fisioldgica (5).

A vpartir de estudos in vitro de absor¢do por via dérmica podem obter-se informagdes suplementares para
caracteriza¢do da absor¢do (6).

Pode utilizar-se culturas primdrias de células hepdticas e cortes recentes de tecidos para estudar aspetos seme-
lhantes aos estudados com os microssomas hepdticos. Em certos casos, poderdo elucidar-se determinadas
questdes utilizando linhagens celulares que exprimam especificamente a enzima em causa, ou linhagens celulares
geneticamente modificadas. Noutros casos, pode ser util estudar in vitro a inibicdo e inducio de isozimas
especificas do citocromo P450 (por exemplo, CYP1A1, 2E1, 1A2, etc), efou de enzimas da fase II, pelo
composto parental. As informacdes obtidas podem ser tteis para compostos com estrutura semelhante.

Utilizacdo como informagdo complementar de dados toxicocinéticos provenientes de estudos de
toxicidade

A anidlise de amostras de sangue, tecidos efou excrecdes obtidas noutros estudos de toxicidade pode fornecer
dados sobre a biodisponibilidade, a evolugdo da concentragio no plasma ao longo do tempo (AUC, C,,), 0
potencial de bioacumulagdo, as velocidades de eliminagdo e diferengas metabdlicas ou cinéticas ligadas ao sexo
ou ao estadio vital.

Pode efetuar-se adaptacdes ao nivel da conce¢do do estudo para elucidar questdes relacionadas com a saturacdo
das vias de absorg¢do, de biotransformagdo e de excrecdo a doses elevadas, com o funcionamento de novas vias
metabdlicas a essas doses ou com o confinamento dos metabolitos téxicos a tais doses.

Outros aspetos ligados a avaliagdo dos perigos que podem ser examinados:

— sensibilidade dependente da idade, devido a diferengas no estado da barreira hemato-encefélica, ao nivel renal
efou nas capacidades de desintoxicagio,

— sensibilidade de determinadas subpopulacdes devido a diferentes capacidades de biotransformacio ou a
outras diferencas toxicocinéticas,

— grau de exposicdo fetal por transferéncia transplacentdria do produto quimico ou grau de exposicdo neonatal
através da lactagdo.
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Utilizagdo de modelos toxicocinéticos

Os modelos toxicocinéticos podem ser tteis para diversos aspetos da avaliacdo dos perigos e dos riscos, por
exemplo, na previsdo da exposi¢do sistémica e da dose transmitida aos tecidos internos. Estes modelos também
podem ter utilidade para elucidar determinadas questdes relativas ao modo de agdo, podendo servir de base para
extrapolagdes interespécies, vias de exposi¢do e perfis de dosagem, bem como para avaliar o risco para o ser
humano. Entre os dados tteis para o desenvolvimento de modelos toxicocinéticos de base fisioldgica para um
produto quimico numa determinada espécie contam-se 1) os coeficientes de parti¢do, 2) as constantes bioqui-
micas e os pardmetros fisiologicos, 3) os pardmetros de absorcio especificos da via de exposicdo ¢ 4) dados
cinéticos in vivo para afericio dos modelos — por exemplo, parimetros de eliminagdo para as vias de excrecdo
pertinentes (> 10 %) ou K, e V.. para o metabolismo. Os dados experimentais utilizados no desenvolvimento
de modelos devem ser obtidos por métodos cientificamente consistentes e os resultados da aplicacdo dos
modelos devem ser validados. Para facilitar o desenvolvimento de modelos ndo compartimentais ou de base
fisioldgica, determinam-se frequentemente pardmetros especificos do produto quimico em estudo ou da espécie
em causa, tais como taxas de absor¢do, o coeficiente de reparti¢do entre o sangue e os tecidos e as constantes
metabolicas.

DADOS E RELATORIOS

Recomenda-se que o relatério do estudo tenha um indice.

Corpo do relatério

O corpo do relatério deve estar organizado nas seguintes sec¢des e subsecgdes e conter as informagdes previstas
no presente método:

Resumo

Deve resumir a concecdo do estudo e descrever os métodos utilizados. Deve igualmente salientar os principais
resultados, nomeadamente os relativos ao balanco de massas, a natureza e importincia dos metabolitos, aos
residuos nos tecidos, a taxa de eliminagdo, ao potencial de bioacumulagdo e as diferencas entre os sexos. Deve
ser suficientemente pormenorizado para possibilitar a avaliagdo dos resultados.

Introducdo

Deve compreender os objetivos, os fundamentos e a conce¢do do estudo, bem como as referéncias pertinentes e
os eventuais elementos histdricos.

Objetos e métodos do estudo

Deve descrever pormenorizadamente todas as informacdes pertinentes, nomeadamente:
a) Produto quimico em estudo

Relativamente a identificagio do produto quimico, deve compreender a denomina¢io quimica, a estrutura
molecular, a composi¢do quimica qualitativa e quantitativa, o grau de pureza quimica e, se possivel, o tipo e a
quantidade de cada impureza. Deve compreender igualmente informagdes sobre as propriedades fisico-qui-
micas, nomeadamente o estado fisico, a cor, a solubilidade bruta efou o coeficiente de parti¢do, a estabilidade
¢, se for caso disso, a corrosividade. Se aplicdvel, devem ser fornecidos elementos relativos aos isdmeros. Se o
produto quimico em estudo tiver marcacdo radioativa, deve indicar-se o tipo de radionuclideo, a posi¢do do
marcador, a atividade especifica e o grau de pureza radioquimica.

E igualmente necessdrio indicar o tipo de cada veiculo, diluente, agente de suspensio, emulsionante ou
qualquer outra matéria utilizada para administrar o produto quimico em estudo, ou descrevé-los.

Animais estudados

=

Deve compreender informagdes sobre os animais estudados, nomeadamente: escolha da espécie e da estirpe e
justificagdo da escolha, idade no inicio do estudo, sexo, peso corporal, estado de satide e manuten¢do dos
animais.

¢) Métodos
Deve explicar a concegdo do estudo e o método utilizado e incidir nos seguintes elementos:

1) Justificagdo das alteracdes da via ou das condigdes de exposicdo eventualmente efetuadas;
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2) Justificacio das doses escolhidas;

3) Descrigdo dos estudos-piloto eventualmente utilizados na concegdo experimental dos estudos subsequen-
tes, incluindo os dados de base provenientes dos primeiros;
4) Modo de preparacdo da solucdo administrada e tipo de solvente ou veiculo, se tiver sido utilizado algum;
5) Ndmero de grupos expostos e niimero de animais por grupo;
6) Nivel e volume das doses (e a atividade correspondente, caso se utilize marcagdo radioativa);
7) Via(s) e métodos de administracio;
8) Frequéncia da administragdo;
9) Periodo de jejum (se for o caso);
10) Radioatividade total por animal;
11) Manipulagdo dos animais;
12) Colheita e tratamento das amostras;
13) Métodos analiticos utilizados na separacdo, quantificacdo e identificacdo de metabolitos;
14) Limites de dete¢do dos métodos utilizados;
15) Outras medig¢des e protocolos experimentais utilizados (incluindo a validagdo dos métodos de andlise dos

metabolitos).

d) Andlise estatistica
Caso os resultados do estudo sejam objeto de andlise estatistica, devem incluir-se informagdes suficientes
sobre o método de andlise estatistica e o programa informdtico utilizados para o efeito, para que um
avaliador ou perito estatistico independente possa reexaminar e reconstituir a andlise.
Se o estudo recorrer a modelos sistémicos, por exemplo, modelos toxicocinéticos de base fisiologica, os
modelos utilizados devem ser descritos em pormenor, para que possam ser reconstituidos e validados de
forma independente (ver o ponto 65 e o apéndice "Defini¢des”).

Resultados

Os dados devem ser resumidos e ser apresentados em quadros, juntamente com uma avaliagdo estatistica
adequada, e ser complementados por uma explicacio no campo de texto correspondente. Os dados das con-
tagens de radioatividade devem ser resumidos e ser apresentados da maneira mais adequada ao estudo -
normalmente em microgramas ou miligramas equivalentes por massa de amostra, embora possam utilizar-se
outras unidades. Devem inserir-se graficos ilustrativos dos resultados, reproduzir-se os dados cromatogréficos e
espetrométricos representativos, identificar-se e quantificar-se os metabolitos, especificando a estrutura molecular
dos mesmos, e propor-se as vias metabdlicas correspondentes. Esta sec¢do deve ainda conter os seguintes
elementos que se justifiquem:

1) Quantidade e percentagem de recuperagdo de radioatividade na urina, nas fezes, no ar expirado e na lavagem
(urina e fezes) da gaiola;

s

— nos estudos por via dérmica, devem incluir-se igualmente dados relativos a recuperacdo do produto
quimico em estudo na pele exposta e nas lavagens da pele, dados relativos a radioatividade residual na
cobertura de protecdo da pele e na unidade metabdlica e os resultados do estudo de lavagem da pele. Para
mais informagdes, ver os pontos 74 a 77,

— nos estudos por via inalatéria, devem incluir-se igualmente dados relativos & recuperagdo do produto
quimico em estudo nos pulmdes e nos tecidos nasais (8). Para mais informagdes, ver o ponto 78;
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2) Distribuicdo pelos tecidos, expressa em percentagem da dose administrada e em concentragdo (microgramas
equivalentes por grama de tecido), e razdes tecido/sangue e tecido/plasma;

3) Balanco de matérias referente a cada estudo no qual sejam analisados os tecidos corporais e as excrecdes;

4) Concentracdes no plasma e pardmetros toxicocinéticos (biodisponibilidade, AUC, Cp.y, Tmayp €liminagdo,
meia vida) depois da administracdo pela(s) via(s) de exposicdo correspondente(s);

5) Taxa e grau de absor¢do do produto quimico em estudo depois da administragdo pela(s) via(s) de exposicio
correspondente(s);

6) Quantidades do produto quimico em estudo e de metabolitos (em percentagem da dose administrada)
recolhidas nas excrecdes;

7) Referéncia aos dados por animal apresentados em apéndice para todos os pardmetros medidos (por exemplo,
dose administrada, percentagem de recuperacdo, concentragdes, parametros toxicocinéticos, etc.);

8) Figura com as vias metabdlicas propostas e com as estruturas moleculares dos metabolitos.

Discussdo e conclusdes

Elementos a constar desta seccdo:

1) Proposta de via metabdlica baseada nos resultados do metabolismo e da eliminagdo do produto quimico em
estudo;

2) Discussdo das eventuais diferencas ligadas a espécie ou ao sexo no que respeita a eliminacdo efou biotrans-
formagdo do produto quimico em estudo;

3) Quadros e discussdo relativos a identificagdo e importancia dos metabolitos, as taxas de elimina¢do, ao
potencial de bioacumulagio e ao nivel de residuos do composto parental efou do(s) metabolito(s) deste
nos tecidos, bem como a eventuais alteracdes dos pardmetros toxicocinéticos em fungdo da dose;

4) Dados toxicocinéticos pertinentes obtidos em estudos de toxicidade;

5) Conclusdo concisa, fundamentada nos resultados do estudo;

6) As subsecgdes suplementares eventualmente necessdrias.

Pode inserir-se outras sec¢des para incluir informagdes bibliograficas, quadros, figuras, apéndices, etc. comple-
mentares.

VIAS ALTERNATIVAS DE EXPOSICAO
Via dérmica
Exposigdo por via dérmica

Esta sec¢do é dedicada aos estudos toxicocinéticos de produtos quimicos administrados por via dérmica. No que
respeita a absorgdo por esta via, consultar o capitulo B.44, "Absorc¢do cutanea: método in vivo" (9) deste anexo.
Para outros critérios, como a distribui¢do e o metabolismo, pode recorrer-se ao presente método. Na exposicdo
por via dérmica pode utilizar-se um ou mais niveis de dose do produto quimico em estudo. Este (por exemplo, o
produto quimico puro, uma dilui¢gdo do mesmo ou uma formulagdo que o contenha, a aplicar na pele) deve ser
o produto quimico ao qual as pessoas ou outras espécies potencialmente afetadas poderdo estar expostas, ou um
substituinte realista do mesmo. O nivel ou niveis de dose devem escolher-se conforme foi explicado nos pontos
20 a 26. Sdo fatores a ter em conta na escolha da(s) dose(s) a administrar por via dérmica a exposi¢do humana
prevista efou as doses que se revelaram téxicas noutros estudos de toxicidade por via dérmica. Se necessério, a
dose ou doses a administrar por via dérmica devem ser dissolvidas num veiculo adequado, sendo em seguida
administrado(s) o(s) volume(s) adequado(s) da(s) dose(s). Pouco antes do inicio do ensaio, cortam-se os pelos da
regido dorsal dos animais. Caso se rapem os pelos com uma lamina, esta operagdo deve ser efetuada cerca de 24
horas antes do ensaio. Ao cortar ou rapar os pelos do animal, é necessdrio tomar precaucdes para evitar lesdes
da pele que possam alterar a permeabilidade desta. A percentagem da superficie do corpo do animal da qual se
devem eliminar os pelos para a aplicagio do produto quimico em estudo é de aproximadamente 10 %. Se o
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produto quimico em causa for muito toxico, a superficie exposta pode ser inferior a 10 %, mas deve cobrir-se
com uma camada fina e uniforme o mdximo possivel de superficie. A superficie exposta deve ser a mesma para
todos os grupos de animais que participam no ensaio por via dérmica. As superficies expostas devem ser
protegidas com uma cobertura adequada que ndo saia do lugar. Os animais devem ser alojados separadamente.

75. Para determinar a quantidade da dose do produto quimico em estudo aplicada que pode remover-se da pele
lavando a superficie de pele exposta com um sabdo suave e dgua, efetua-se um estudo de lavagem da pele. Este
estudo também pode ser 1til para estabelecer o balanco de massas quando o produto quimico for administrado
por via dérmica. Para realizar um estudo de lavagem da pele, aplica-se uma dose tinica do produto quimico em
causa a dois animais. Escolhe-se a dose de acordo com o ponto 23 do presente método (relativamente ao tempo
de contacto com a pele, ver o ponto 76). Para avaliar a eficicia da remocdo do produto quimico em estudo por
este método de lavagem, determinam-se as quantidades do mesmo nas dguas de lavagem.

76. A menos que a corrosividade o inviabilize, uma vez aplicado, o produto quimico em estudo deve manter-se em
contacto com a pele durante, pelo menos, seis horas. Uma vez retirada a cobertura de protegdo, lava-se a
superficie exposta conforme se explicou para o estudo de lavagem da pele no ponto 75. Em seguida, pesquisam-
-se residuos do produto quimico em estudo na cobertura de prote¢do e nas dguas de lavagem. No final dos
ensaios, eutanasiam-se os animais de acordo com a referéncia 2 e remove-se-lhes a pele exposta. Em seguida,
analisa-se uma sec¢do adequada dessa pele para determinar os residuos do produto quimico em estudo (a
radioatividade) nela presentes.

77. Para a avaliacdo toxicocinética de produtos farmacéuticos, podem ser necessirios protocolos diferentes, em
observancia da regulamentacdo aplicavel.

Via inalatéria

78. Deve utilizar-se uma concentra¢do tnica do produto quimico em estudo, embora possam utilizar-se mais, se for
necessario. A concentragdo ou concentragdes devem escolher-se conforme foi explicado nos pontos 20 a 26. A
exposicdo por inalacio deve efetuar-se com um cone nasal ou com um capacete, para evitar absorgdes por
outras vias (8). Se as condi¢des de exposi¢do por inalagdo forem diferentes, é necessdrio justificar e documentar
as alteragdes. Deve precisar-se a duracdo da exposi¢do (normalmente de quatro a seis horas).
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Apéndice

DEFINICOES

Absorcdo: processo ou processos através dos quais um produto quimico atravessa tecidos ou neles penetra. Diz respeito
ao composto parental e a todos os metabolitos deste. Ndo confundir com "biodisponibilidade".

Acumulacio (bioacumulagio): aumento ao longo do tempo da quantidade do produto quimico presente nos tecidos (em
geral tecidos adiposos, ap6s exposicdo repetida). Se a quantidade do produto quimico que penetra no corpo exceder a
quantidade que dele é eliminada, o produto quimico acumula-se no organismo e pode atingir concentra¢des toxicas.

ADME: acrénimo de "Absorc¢do, Distribui¢do, Metabolismo e Excregdo".

AUC (4rea abaixo da curva de concentragio no plasma em fun¢do do tempo): drea abaixo da curva que representa a
evolugdo da concentragio do produto quimico no plasma ao longo do tempo. Corresponde a quantidade do produto
quimico absorvida pelo corpo num periodo determinado. Em condicdes de linearidade, esta drea (do tempo zero a
infinito) é proporcional a quantidade total do produto quimico absorvida pelo corpo, independentemente da taxa de
absorgio.

Autorradiografia (autorradiografia de corpo inteiro): esta técnica, que serve para determinar quantitativa e/ou qualitati-
vamente a localiza¢do nos tecidos de um produto quimico radioativo, utiliza peliculas de raios X ou, mais recentemente,
recorre a imagiologia digital com placas fotoluminescentes para visualizar moléculas ou fragmentos de moléculas com
marcacdo radioativa através do registo da radiacdo emitida no interior do objeto estudado. Comparativamente a disse-
cagdo de 6rgdos, a autorradiografia quantitativa de corpo inteiro pode apresentar algumas vantagens na determinagdo da
distribuicdo do produto quimico em estudo e na avaliagdo da resolugdo e da recuperacdo total das matérias radioativas
nos tecidos. Uma vantagem significativa, por exemplo, é que esta técnica pode ser utilizada num modelo com animais
pigmentados para avaliar a eventual associagdo do produto quimico em estudo a melanina, que pode ligar-se a certas
moléculas. Todavia, embora constitua um meio cémodo de visualizar globalmente os sitios de fixacdo de grande
capacidade e baixa afinidade em todo o corpo, esta técnica pode ter limitacdes na identificacdo de sitios-alvo especificos
como os da fixagdo ao recetor, cuja detegdo exige resolugdo e sensibilidade relativamente elevadas. Quando se recorre a
autorradiografia, as experiéncias destinadas a estabelecer o balanco de massas do composto administrado devem realizar-
-se num grupo ou estudo distintos, separadamente do estudo da distribuicdo pelos tecidos, procedendo-se & homogenei-
zagdo de todas as excre¢des (incluindo, eventualmente, o ar expirado) e das carcacas completas e a andlise das mesmas
por contagem da cintilagdo em fase liquida.

Excrecdo biliar: excre¢io pelas vias biliares.
Bioacumulacio: ver "acumulagio”.

Biodisponibilidade: fragio de uma dose administrada que atinge a circulacio sistémica ou é disponibilizada no sitio da
atividade fisiologica. Em geral, a biodisponibilidade de um produto quimico refere-se a0 composto parental, mas pode
igualmente referir-se a metabolitos deste. Diz respeito apenas a uma forma quimica. Nota importante: biodisponibilidade e
absorcdo ndo sdo sinonimos. A diferenca entre, por exemplo, a absorgdo oral (isto ¢, presenca na parede intestinal e na
circulagdo portal) e a biodisponibilidade (isto ¢, presenga no sangue sistémico e nos tecidos) pode, entre outros fatores,
advir da degradacio quimica devida ao metabolismo da parede intestinal, ao efluxo para o ldmen intestinal ou ao
metabolismo pré-sistémico no figado (10). A biodisponibilidade do componente téxico (composto parental ou metabo-
lito) é um parametro essencial na avaliagio dos riscos para a satide humana (extrapolacdo de doses elevadas para doses
baixas, extrapolacdo de uma via para outra) para a determinacdo do valor interno correspondente a um NOAEL (nivel
sem observagdo de efeitos adversos) externo ou a uma dose de referéncia externa (dose aplicada). Para estudar os efeitos
no figado em caso de administragdo oral, é suficiente a absor¢do oral. Todavia, para estudar efeitos ndo localizados na
porta de entrada, a biodisponibilidade é geralmente um pardmetro mais fidvel para a avaliacdo dos riscos do que a
absorcio.

Biopersisténcia: ver "persisténcia".

Biotransformacdo: conversdo quimica (geralmente enzimética) no corpo do produto quimico em causa num produto
quimico diferente. E sinénimo de "metabolismo".

Cax: concentracio médxima (pico de concentracdo) no sangue (plasma/soro) apds a administragdo ou excre¢do méxima
(pico de excrecdo urindria ou fecal) apés a administracdo.

Velocidade de eliminagdo: medicdo quantitativa da taxa, por unidade de tempo, a qual o produto quimico em estudo é
removido do sangue, do plasma ou de determinado tecido.

Compartimento: por¢io (ou unidade) estrutural ou bioquimica de um corpo, tecido ou célula separada do resto do
corpo, do resto do tecido ou do resto da célula.

Vias de desintoxicagdo: séries de etapas conducentes a eliminagdo de produtos quimicos téxicos do corpo, seja por
transformagdo metabdlica seja por excrecdo.
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Distribuicdo: dispersdo de um produto quimico e dos seus derivados num organismo.

Enzimas/isozimas: proteinas que catalisam reacdes quimicas. As isozimas sdo enzimas que catalisam reagdes quimicas
semelhantes, mas diferem na sequéncia de aminodcidos.

Parimetros enzimadticos: K, constante de Michaelis; e V velocidade mdxima.

max’

Excregdo: processo ou processos através dos quais um produto quimico administrado efou os metabolitos deste sdo
eliminados do corpo.

Exdgeno: de origem exterior ao organismo ou sistema ou produzido fora dele.
Extrapolagdo: inferéncia de um ou mais valores desconhecidos com base no que é conhecido ou se observou.

Meia vida (t;,): tempo necessdrio para que a concentragdo do produto quimico em estudo num compartimento diminua
para metade. Refere-se geralmente a concentragdo no plasma ou a quantidade do produto quimico em estudo presente em
todo o corpo.

Inducio/Indugio enzimdtica: sintese de enzimas em resposta a um estimulo ambiental ou a uma molécula indutora.

Linearidade/Cinética linear: um processo diz-se de cinética "linear" se todas as transferéncias entre compartimentos
forem proporcionais as quantidades ou concentragdes presentes, isto é, forem de primeira ordem. Os volumes de
eliminagdo e de distribuicio, bem como as meias-vidas, sdo, portanto, constantes. As concentracdes atingidas sdo
proporcionais a dose (exposi¢do) e a acumulagdo ¢ mais facilmente previsivel. Pode aferir-se da linearidade/ndo linearidade
comparando os pardmetros pertinentes — por exemplo, a drea abaixo da curva — apds doses diferentes ou apés uma
exposicdo Unica e repetidas exposi¢des. A inexisténcia de uma dependéncia da dose pode indicar a saturacdo das enzimas
que intervém no metabolismo do composto em causa; o aumento da drea abaixo da curva apds exposi¢do repetida,
comparativamente a uma exposicdo tnica, pode indicar inibicio metabdlica; a diminuicdo da drea abaixo da curva pode
indicar inducdo metabdlica (ver também a referéncia 11).

Balanco de massas: contabilidade das entradas e saidas do sistema do produto quimico em estudo.
Balanco material: ver "balango de massas".

Mecanismo (modo) de toxicidade/Mecanismo (modo) de acdo: o mecanismo de agdo refere-se as interacdes bioqui-
micas especificas através das quais o produto quimico em estudo produz os seus efeitos. O modo de acdo refere-se aos
fenémenos mais gerais através dos quais se manifesta a toxicidade do produto quimico.

Metabolismo: é sinénimo de "biotransformagdo".
Metabolitos: produtos do metabolismo ou de processos metabélicos.

Absorgio oral: percentagem da dose do produto quimico em estudo absorvida a partir do sitio de administracdo (trato
gastrointestinal). Este parametro essencial pode servir para compreender que fracio do produto quimico administrado
atinge a veia porta e, a seguir, o figado.

Coeficiente de parti¢do: também conhecido por "coeficiente de distribuicio", mede a diferenca de solubilidades do
produto quimico em dois solventes.

Niveis sanguineos (plasmatico/sérico) mdximos: concentracdo méxima (pico de concentracio) no sangue (plasma/soro)
ap6s a administragdo do produto quimico (ver também "C,.").

Persisténcia (biopersisténcia): presenca duradoura de um produto quimico (num sistema bioldgico) devido a resisténcia
deste & degradacdo/eliminagdo.

Interpolacio: utilizacdo dos dados relativos a um determinado pardmetro disponiveis para um ou mais produtos
quimicos na previsio do resultado referente a0 mesmo pardmetro para o produto quimico em estudo.

Autorradiografia microscépica dos recetores (ou microautorradiografia dos recetores): técnica que pode servir para
estudar interagdes xenobidticas com determinados sitios de tecidos ou populagdes celulares, por exemplo, em estudos de
fixagdo ao recetor ou de modo de agdo especifico que possam necessitar de resolugdo e sensibilidade elevadas, impossiveis
de obter por técnicas como a autorradiografia de corpo inteiro.

Via de administracio (oral, intravenosa, dérmica, inalatdria, etc.): refere-se aos meios pelos quais os produtos quimicos
sdo administrados ao corpo (por exemplo, por via oral através de sonda esofdgica, por via oral através da dieta, por via
dérmica, por inalagéo, por via intravenosa, etc.).
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Saturacdo: estado no qual um ou mais processos cinéticos (por exemplo, a absor¢do, o metabolismo ou a eliminacdo)
estdo no mdximo (ou seja, saturados).

Sensibilidade: capacidade de um método ou de um instrumento de distinguir medi¢des correspondentes a niveis
diferentes de resposta da varidvel em causa.

Estado estaciondrio dos niveis sanguineos (plasmdticos): estado fora do equilibrio de um sistema aberto no qual todas
as forgas exercidas no sistema sio exatamente contrabalancadas por forcas opostas, de maneira que todos os compo-
nentes do sistema tém uma concentra¢do estaciondria, embora fluam matérias pelo sistema.

Modelagio sistémica (modelo toxicocinético de base fisiologica, modelo de base farmacocinética, modelo farmacociné-
tico de base fisioldgica, modelo de base bioldgica, etc.): modelo abstrato que utiliza linguagem matematica para descrever
o comportamento de um sistema.

Tecidos-alvo: tecido no qual se manifesta o principal efeito adverso do produto tdxico.
Produto quimico em estudo: qualquer produto quimico ou mistura ao qual seja aplicado este método de ensaio.

Distribuicdo nos tecidos: circulagio reversivel do produto quimico em estudo de um ponto para outro do corpo. Esta
distribui¢do pode estudar-se por dissecagdo, homogeneiza¢do, combustio ou contagem da cintilagio em fase liquida dos
6rgdos ou por autorradiografia qualitativa efou quantitativa de corpo inteiro. A primeira via é util para determinar
concentragdes e percentagens de recuperagdo em tecidos e na restante carcaga de um animal, mas pode ndo ter resolucio
suficiente em todos os tecidos e a recuperagdo global pode ndo ser a ideal (< 90 %). Ver abaixo a definicdo da outra via.

Thax: tempo necessdrio para atingir C,..

Toxicocinética (farmacocinética): Estudo de absor¢do, da distribui¢do, do metabolismo e da excrecio de produtos
quimicos ao longo do tempo.

Validacio de modelos: processo de avaliar se um modelo descreve convenientemente os dados toxicocinéticos dispo-
niveis. Pode avaliar-se modelos por comparagio estatistica ou visual, com valores experimentais, das previsdes que
permitem fazer, em funcdo de uma varidvel independente comum (por exemplo, o tempo). A amplitude da avaliacdo
deve ser compativel com a utilizacdo pretendida do modelo.»

8) E aditado o seguinte capitulo B.52:

«B.52. TOXICIDADE AGUDA POR INALACAO — METODO DE CLASSIFICACAO DE TOXICIDADE
AGUDA

INTRODUCAO

1. Este método ¢ equivalente ao Test Guideline 436 (2009) da OCDE. O primeiro método relativo a toxicidade
aguda por inalacio (Test Guideline TG 403) foi adotado em 1981 e posteriormente revisto — ver o capitulo B.2
(1) deste anexo. Depois da adogdo de uma revisio do Método de Classificacdo de Toxicidade Aguda — capitulo
B.1.tris deste anexo (5) —, justificava-se dispor de um método de classificagdo de toxicidade aguda por inalagdo
(2)(3)(4). Uma avaliagdo retrospetiva deste método de classificagdo de toxicidade aguda por inalacio revelou que
o mesmo se adequa a utilizagdo para efeitos de classificacdo e rotulagem (6). Neste método sequencial recorre-se
a séries de concentracdes visadas fixas para classificar a toxicidade de produtos quimicos. Embora o pardmetro
fundamental seja a letalidade, os animais que apresentem sinais de dor intensa, de grande aflicdo, em sofrimento
ou moribundos devem ser eutanasiados, para lhes minimizar o sofrimento. O Guidance Document n.° 19 da
OCDE (7) contém orientagdes sobre os parametros eticamente mensurdveis.

2. O Guidance Document on Acute Inhalation Toxicity Testing (GD 39) (8) contém orientagdes para a realizagdo e
interpretagdo deste método de ensaio.

3. No apéndice 1 e no referido GD 39 (8) definem-se alguns conceitos utilizados neste método.

4. Este método permite obter informagdes sobre as propriedades perigosas e possibilita o escalonamento e a
classificagio de acordo com o Regulamento (CE) n.° 1272/2008 de produtos quimicos causadores de toxicidade
aguda (9). Caso sejam necessdrias estimativas numéricas de valores de CLs, ou andlises da resposta a concen-
tragdo, o método adequado a utilizar é o descrito no capitulo B.2 (1) este anexo. Para mais orientagdes sobre a
escolha do método de ensaio, consultar o documento GD 39 (8). Este método ndo se destina especificamente ao
ensaio de materiais especiais, tais como matérias fibrosas ou isométricas pouco soliveis ou nanomateriais
manufaturados.
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CONSIDERACOES INICIAIS

5. Antes de proceder a ensaios segundo este método, o laboratério deve ter em conta os elementos disponiveis
sobre o produto quimico, nomeadamente estudos ji efetuados cujos resultados eventualmente dispensem a
realizagdo de mais ensaios, a fim de minimizar a utilizacdo de animais. Entre os elementos tteis para a escolha
da espécie, da estirpe, do sexo, do modo de exposi¢io 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 utilizacdes previstas, o potencial de exposicdo humana e dados
(Q)SAR — "(quantitative) structure-activity relationships", relagdes (quantitativas) estrutura/atividade — e toxicold-
gicos disponiveis sobre produtos quimicos estruturalmente afins. Ndo deve ensaiar-se por este método concen-
tragdes que presumivelmente causardo dor ou sofrimento intensos, devido a efeitos corrosivos (1) ou fortemente
irritantes [ver o GD 39 (8)].

PRINCIPIO DO METODO

6. Com base num processo sequencial, obtém-se informagdes sobre a toxicidade aguda do produto quimico em
estudo por inalagdo durante um periodo de exposicdo de quatro horas que sdo suficientes para o classificar. Por
razdes ligadas a regulamentagdo aplicdvel, a duracdo da exposi¢do pode ser diferente. Sdo ensaiados trés animais
de cada sexo em cada uma das etapas de concentracdo definidas. Consoante a mortalidade efou o nimero de
animais moribundos, podem bastar duas etapas para ajuizar da toxicidade aguda do produto quimico em estudo.
Caso se verifique que um dos sexos é mais sensivel do que o outro, pode prosseguir-se o ensaio apenas com o
sexo mais sensivel. O resultado de uma etapa determina o que fazer a seguir:

a) Nio sdo necessdrios mais ensaios;
b) Ensaia-se trés animais de cada sexo; ou

¢) Ensaia-se seis animais apenas do sexo mais sensivel — a estimativa do limite inferior da classe de toxicidade
deve basear-se no ensaio de seis animais (independentemente do sexo) por grupo de concentragdo em estudo.

7. Os animais moribundos ou que apresentem sinais 6bvios de dor ou de grande sofrimento continuado devem ser
eutanasiados e, na interpretagdo dos resultados do ensaio, ser considerados do mesmo modo que os animais que
morrem no ensaio. O documento de orientagoes n.° 19, relativo aos pardmetros eticamente mensuraveis (7),
define os critérios que devem presidir & decisio de eutanasiar animais moribundos ou em grande sofrimento,
bem como orientagdes sobre o reconhecimento da morte previsivel ou iminente.

DESCRICAO DO METODO
Escolha da espécie animal

8. Devem ser utilizados animais adultos, jovens e saudaveis de estirpes laboratoriais correntes. A espécie preferida é
o rato. E necessdrio justificar a utilizagdo de outras espécies.

Preparagio dos animais

9. As fémeas utilizadas devem ser nuliparas e ndo podem estar grdvidas. No dia da exposi¢do, os animais devem ser
adultos jovens com oito a 12 semanas, de peso corporal ndo desviado mais de 20 % do peso médio corres-
pondente a cada sexo dos animais da mesma idade anteriormente expostos. Os animais devem ser selecionados
aleatoriamente e marcados para identificacdo individual. Para aclimatagio 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.

Manutengdo dos animais

10. A temperatura do biotério deve ser de 22 °C + 3 °C. O ideal serd manter a humidade relativa entre 30 % e 70 %,
embora isto possa ndo ser possivel ao utilizar 4gua como veiculo. Antes e depois das exposicdes, os animais sdo
geralmente engaiolados por sexo e por concentragdo, mas o niimero 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 necessdrio aclimatd-los aos tubos de contengdo. Estes ndo
devem provocar aos animais tensdes fisicas, térmicas ou dindmicas excessivas. A contengdo dos animais pode
afetar parametros fisiologicos como a temperatura corporal (hipertermia) efou o volume respirado por minuto.
Caso se disponha de dados genéricos reveladores de que nenhuma destas alteracdes ocorre em grau aprecidvel,
ndo serd necessdria a preadaptacdo aos tubos de conten¢do. 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 exposi¢do, podem utilizar-se dietas

(") A avaliacdo da corrosividade pode basear-se na apreciacdo de especialistas na matéria, tendo designadamente em conta elementos

relativos a experiéncias em pessoas ou animais, dados in vitro disponiveis — por exemplo, provenientes dos capitulos B.40 (10) ou
B.40.” (11) deste anexo ou do Test Guideline 425 da OCDE (12) —, valores de pH, informacdes relativas a produtos quimicos similares
ou outros dados pertinentes.
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convencionais certificadas de laboratério, com fornecimento ilimitado de 4dgua potdvel da rede puablica. A
iluminagdo deve ser artificial, com uma sequéncia de 12 horas de luz seguidas de 12 horas de escuridio.

Camaras de inalagdo

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¢io unicamente nasal, termo que abrange as exposi¢des
"unicamente da cabeca", "unicamente do nariz" e "unicamente do focinho". A exposicdo unicamente nasal é
geralmente preferida no estudo de aerosséis de liquidos ou de sélidos, ou de vapores que possam condensar-se e
formar aerosséis. Para determinados objetivos do estudo, poderd ser melhor recorrer a0 modo de exposi¢do de
corpo inteiro, mas serd necessdrio justificd-lo no relatério. Para garantir estabilidade atmosférica nas camaras de
corpo inteiro, o volume de todos os animais presentes em cada camara ndo deve exceder 5% do volume da
camara. O documento GD 39 (8) descreve os principios, vantagens e desvantagens das técnicas de exposicdo
unicamente nasal e de corpo inteiro.

CONDICOES DE EXPOSICAO
Administragio das concentracdes

Recomenda-se que a exposicdo tenha uma duracio fixa de quatro horas, excluido o tempo para se estabelecer o
equilibrio. Em determinadas circunstancias, podem ser necessirios outros tempos de exposi¢do, havendo que
justificd-lo no relatério do estudo [ver o GD 39 (8)]. Os animais expostos em camaras 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 alimentagio deve ser suspensa. Durante as
exposi¢des de corpo inteiro pode continuar a fornecer-se dgua.

Os animais sdo expostos ao produto quimico em estudo sob a forma de gds, vapor, aerossol ou de uma mistura
destes. O estado fisico a ensaiar depende das propriedades fisico-quimicas do produto quimico em estudo, da
concentragdo escolhida efou da forma fisica cuja probabilidade de presenca durante a manipulacio e utilizagdo
do mesmo seja maior. Os produtos quimicos higroscpicos ou quimicamente reativos devem ser ensaiados em
atmosfera seca. Deve tomar-se precaucdes para evitar concentragdes que possam provocar explosoes.

Distribuicio granulométrica

Os aerosso6is e os vapores que possam condensar-se em aerosséis devem ser objeto de andlise granulométrica.
Para que todas as zonas pertinentes do aparelho respiratério sejam expostas, recomenda-se a utilizacio de
aeross6is com didmetro aerodindmico mediano da massa (MMAD) compreendido entre 1 pm e 4 pm e des-
vio-padrdo geométrico (o) compreendido entre 1,5 e 3,0 (8)(13)(14). Deve fazer-se o razoavelmente possivel
para respeitar estas condicdes, sendo necessdrio um parecer especializado caso isso ndo se consiga. Por exemplo,
as particulas dos fumos metdlicos podem ser mais pequenas do que o limite inferior indicado e as particulas
carregadas, as fibras e as matérias higroscopicas (que aumentam de volume no ambiente himido do aparelho

respiratério) podem exceder o limite superior.

Incorporacio 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 dgua. As matérias em particulas podem ser sujeitas a processos
mecanicos destinados a obter a distribui¢do granulométrica necessdria, 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
friccdo numa moagem excessiva), serd necessario verificd-la por meios analiticos. Devem tomar-se as precaugdes
adequadas para ndo contaminar o produto quimico em estudo. Ndo ¢ necessdrio ensaiar matérias granulosas nao
fridveis intencionalmente formuladas para ndo serem inaldveis. Para demonstrar que a manipulagio de uma
matéria granulosa ndo gera particulas respirdveis, efetua-se um ensaio de desgaste. Se este gerar particulas
respirdveis, deve realizar-se um ensaio de toxicidade por inalacdo.

Animais de controlo

Nao ¢ necessdrio um grupo de controlo negativo (do ar) em paralelo. Caso se utilize um veiculo diverso da dgua
para gerar a atmosfera a ensaiar, s6 se utilizard um grupo de controlo do veiculo se ndo se dispuser de dados
histéricos de toxicidade por inalagdo. Se um estudo de toxicidade de um produto quimico incorporado num
determinado veiculo ndo revelar toxicidade, conclui-se que o veiculo em causa ndo é tdxico a concentracio
ensaiada, ndo sendo necessdrio nenhum grupo de controlo do veiculo.

MONITORIZACAO DAS CONDICOES DE EXPOSICAO
Caudal de ar nas cimaras

Durante cada exposicdo, é necessdrio regular cuidadosamente, monitorizar continuamente e registar pelo menos
de hora a hora o caudal de ar através de cada cAmara. A monitoriza¢do da concentracdo (ou estabilidade) da
atmosfera em estudo constitui uma medida permanente de todos os parametros dindmicos e um meio indireto
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de regular os que intervém na geragio da atmosfera em estudo. E necessario ter especial cuidado em evitar
reinalagdes nas camaras de exposi¢io unicamente nasal, evitando que o fluxo de ar através do sistema de
exposicdo seja incapaz de produzir uma circulagio dindmica da atmosfera que contém o produto quimico
em estudo. Existem metodologias a que pode recorrer-se para demonstrar que ndo ocorrem reinalagdes nas
condicdes experimentais escolhidas (8)(15). A concentragio de oxigénio ndo deve ser inferior a 19% e a
concentracdo de didxido de carbono ndo deve exceder 1 %. Se houver razdes para crer que estas concentragdes
ndo sdo respeitadas, é necessdrio medi-las.

Temperatura e humidade relativa nas cimaras

Deve manter-se a temperatura nas cdmaras a 22 °C + 3 °C. Tanto no caso das exposi¢des unicamente nasais
como das exposi¢des do corpo inteiro, é necessario monitorizar a humidade relativa na zona de respiracio dos
animais e registd-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).

Concentragio nominal do produto quimico em estudo

Sempre que possivel, deve calcular-se e registar-se a concentra¢io nominal na cdmara de exposicdo. Esta é dada
pela divisio da massa gerada do produto quimico em estudo pelo volume de ar total que circulou pela cimara.
A concentragdo nominal ndo ¢é utilizada para caracterizar a exposi¢do dos animais, mas a sua comparagdo com a
concentracdo real dd uma indicagdo da eficdcia de geragdo do sistema de ensaio, podendo ser utilizada para
detetar problemas a esse nivel.

Concentragdo real do produto quimico em estudo

Entende-se por "concentragdo real do produto quimico em estudo", a concentragio do produto quimico na zona
de respiragio dos animais da cimara de inalagdo. As concentragdes reais podem determinar-se por métodos
especificos (por exemplo, amostragem direta ou métodos de adsor¢do ou de reagdo quimica e posterior carac-
terizacdo analitica) ou por métodos inespecificos, tais como gravimetria ap6s filtragdo. O método gravimétrico s6
é aceitdvel para aerosséis de pds com um tinico componente ou de liquidos pouco voldteis e deve apoiar-se em
caracterizacdes adequadas especificas do produto quimico em causa efetuadas antes da realizagdo do estudo. A
concentragdo de aerosséis de pés com vdrios componentes também pode determinar-se por gravimetria. Toda-
via, sd0 necessdrios para isso dados analiticos que demonstrem que a composi¢io do produto transportado no
aerossol é semelhante a do produto inicial. Se ndo se dispuser desses dados, pode ser necessdrio reanalisar
periodicamente o produto quimico em estudo (idealmente no aerossol) durante o ensaio. No caso dos agentes
aerossolizados que possam evaporar-se ou sublimar, é necessirio 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 andlise estatistica para cdlculo dos valores letais de concentragdo.

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 vidvel, a sua
identidade e as quantidades dos contaminantes e impurezas nele identificados. Para o efeito, pode recorrer-se,
entre outros, aos seguintes dados: tempos de retencdo e dreas relativas de picos, pesos moleculares obtidos por
espetrometria de massa ou cromatografia em fase gasosa ou outras estimativas. Embora a identidade da amostra
a estudar ndo scja da responsabilidade do laboratério, pode ser aconselhdvel que este confirme, pelo menos,
alguns aspetos da caracterizagdo efetuada pelo cliente (cor, natureza fisica, etc.).

Deve manter-se a atmosfera de exposicdo tdo constante quanto possivel e proceder-se a sua monitorizagio
continuamente efou intermitentemente, consoante o método de andlise. Caso se proceda a uma colheita de
amostras intermitente, num estudo de quatro horas deve recolher-se uma amostra da atmosfera da cimara pelo
menos duas vezes. Se isso ndo for vidvel, por limitagdes relacionadas com o caudal de ar ou devido a concen-
tragdes baixas, pode colher-se uma amostra ao longo de todo o periodo de exposicdo. Se ocorrerem variagdes
pronunciadas de uma amostra para outra, devem colher-se quatro amostras por exposi¢io nas concentracdes
seguintes. A concentragdo na camara correspondente a uma determinada amostra ndo deve desviar-se da
concentracdo média na cimara mais de 10 %, no caso de gases e vapores, nem mais de 20 %, no caso de
aerossois de liquidos ou de sélidos. Deve calcular-se e registar-se o tempo necessdrio para a cdmara atingir o
equilibrio (tg5). A duragdo da exposi¢do corresponde ao tempo de geragdo do produto quimico em estudo,
incluido o tempo necessirio para atingir tgs. O documento GD 39 (8) contém orientagdes para a estimativa
do tys.

No caso de misturas muito complexas de vapores ou gases e¢ de aerossdis (por exemplo, atmosferas de
combustdo e produtos quimicos gerados por produtos ou dispositivos finais especificos), o comportamento
de cada fase na cdmara de inalagdo pode ser diferente. Por esse motivo, deve escolher-se em cada fase (vapor ou
gés e aerossol) pelo menos uma substéncia indicadora (substancia analisada), normalmente a principal substincia
ativa da mistura. Se o produto quimico em estudo for uma mistura, deve indicar-se no relatério a concentrago
analitica correspondente a mistura e ndo apenas a concentragdo correspondente ao ingrediente ativo ou ao
componente (substancia analisada) em causa. O documento GD 39 (8) contém mais informagdes sobre as
concentracoes reais.
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Distribuicio granulométrica do produto quimico em estudo

Deve determinar-se a distribui¢do granulométrica dos aerossdis pelo menos duas vezes durante cada exposi¢do
de quatro horas, recorrendo a um impactor de cascata ou a outro instrumento, tal como um granulémetro
aerodinamico. Se for possivel demonstrar a equivaléncia dos resultados obtidos pelo impactor de cascata e pelo
instrumento alternativo, pode utilizar-se este dltimo em todo o estudo. Em paralelo ao instrumento primério,
deve utilizar-se um segundo dispositivo, tal como um filtro gravimétrico ou um borbulhador de gés/impactor
impinger, para confirmar a eficiéncia de captacdo do primeiro. As concentragdes médssicas obtidas por andlise
granulométrica e por anilise com filtros ndo devem diferir entre si mais do que valores razodveis [ver o GD 39
(8)]. Se for possivel demonstrar esta equivaléncia no inicio do estudo, ndo é necessario efetuar mais medicdes de
confirmacdo. Por razdes de bem-estar animal, devem tomar-se medidas para minimizar dados inconclusivos que
possam obrigar a repetigio de exposigdes. E necessario efetuar uma andlise granulométrica no caso dos vapores
que possam condensar-se para formar aerossois ou se forem detetadas particulas numa atmosfera de vapores
suscetivel de formar fases mistas (ver o ponto 14).

PROCEDIMENTO
Ensaio principal

Utiliza-se em cada etapa trés animais de cada sexo ou seis animais do sexo mais sensivel. Se espécies que ndo o
rato forem sujeitas a exposi¢do unicamente nasal, pode ajustar-se a duracdo médxima da exposi¢do para mini-
mizar a tensdo gerada na espécie em causa. Para dose inicial, escolhe-se, das quatro concentra¢des fixas, a que
tenha mais probabilidade de produzir efeitos toxicos em alguns dos animais expostos. Os esquemas de ensaio
para gases, vapores e aerossois constantes dos apéndices 2 a 4 representam o procedimento a seguir em funcio
dos valores-limite das categorias de classificacdo, rotulagem e embalagem 1 a 4 estabelecidos (9) para gases (100,
500, 2 500, 20 000 ppm durante 4 h, apéndice 2), vapores (0,5, 2, 10, 20 mg/l durante 4 h, apéndice 3) e
aerossois (0,05, 0,5, 1, 5 mg/l durante 4 h, apéndice 4). A categoria 5, que o Regulamento (CE) n.° 12722008
(9) ndo prevé, aplica-se as concentragdes acima do limite correspondente. A cada concentragio inicial aplica-se o
esquema de ensaio respetivo. O procedimento de ensaio consiste em seguir no fluxograma as setas correspon-
dentes ao nimero de animais eutanasiados ou que morreram, até ser possivel atribuir uma categoria.

O intervalo de tempo entre a exposi¢do dos diversos grupos é determinado pelo aparecimento, pela duracio e
pela intensidade dos sinais de toxicidade observados. Ndo se expdem animais ao nivel de concentracio seguinte
enquanto ndo houver um grau razodvel de confianga na sobrevivéncia dos dltimos animais expostos. Recomen-
da-se um perfodo de trés ou quatro dias entre a exposi¢do a cada nivel de concentracdo, de modo a permitir a
observacdo de efeitos toxicos retardados. Se necessério, o intervalo de tempo pode ser ajustado, por exemplo, em
caso de respostas inconclusivas.

Ensaio do limite

Efetua-se este ensaio caso se saiba ou preveja que o produto quimico em estudo ¢ praticamente ndo tdxico, isto
¢, s6 induzird toxicidade acima da concentracio-limite prevista na regulamentagdo aplicavel. Podem obter-se
informacdes sobre a toxicidade do produto quimico em estudo a partir de ensaios jd realizados com substncias
ou misturas semelhantes, tomando em consideracdo a identidade e percentagem dos componentes de impor-
tancia toxicoldgica reconhecida. Nos casos em que se disponha de pouca ou nenhuma informagdo sobre a
toxicidade do produto quimico em estudo ou quando este for previsivelmente toxico, deve efetuar-se o estudo
principal — o documento GD 39 (8) contém mais orientagdes.

Seguindo o procedimento normal, constitui ensaio do limite neste método de ensaio expor trés animais de cada
sexo, ou seis animais do sexo mais sensivel, as concentragdes de 20 000 ppm (gases), 20 mg/l (vapores) e 5 mg/l
(poeiras e nebulizados), se for possivel atingi-las. Ao ensaiar aerossdis, o principal objetivo é conseguir obter
particulas de dimensdes respirdveis (MMAD compreendido entre 1 pm e 4 pm), o que, com a maior parte dos
produtos quimicos, se consegue a uma concentragido de 2 mg/l. S6 deve tentar-se ensaiar aerosséis a concen-
tragdes superiores a 2 mg/l se for possivel gerar particulas de dimensdes respirdveis [ver o GD 39 (8)]. Por razdes
de bem-estar animal, o sistema GHS (16) desaconselha o ensaio de concentragdes superiores a concentracio-
-limite. S6 importa ponderar a realizacdo de ensaios relativos a categoria 5 do sistema GHS (16), ndo prevista no
Regulamento (CE) n.° 1272/2008 (9), se for elevada a probabilidade de os resultados desses ensaios terem
interesse direto para a protecdo da satide humana, o que deve justificar-se no relatério do estudo. No caso
de produtos quimicos potencialmente explosivos, deve tomar-se precaugdes para evitar condi¢des favordveis a
ocorréncia de explosdes. Para evitar a utilizacdo desnecessdria 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.

EXAMES

Os animais devem ser examinados clinicamente com frequéncia durante o periodo de exposi¢do. 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.
Nio ¢ fixada uma duragdo do perfodo de observagio, que deve depender da natureza e do momento do
aparecimento de sinais clinicos, assim como da duragdo do perfodo de recuperagdo. O momento do apareci-
mento e do desaparecimento dos sinais de toxicidade é importante, nomeadamente se houver uma certa demora
na manifestacio desses sinais. Todas as observacdes devem ser sistematicamente registadas, mantendo registos
individuais para cada animal. Os animais moribundos ou que apresentem sinais de dor intensa efou 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 alteragdes respiratdrias passageiras, imputdveis ao
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30.

31.

32.

33.

34.

35.

procedimento de exposicdo, com efeitos decorrentes da exposicdo propriamente dita. Devem ser tidos em conta
os principios e critérios resumidos no documento de orientagdes relativo aos parametros eticamente mensuraveis
(7). Se forem eutanasiados animais ou forem encontrados animais mortos, deve registar-se 0 momento da morte
com a maior exatiddo possivel.

Os exames a efetuar aos animais engaiolados devem incidir, nomeadamente, nas alteragdes da pele e da pelagem,
dos olhos e das mucosas, do aparelho respiratério, do sistema circulatdrio, dos sistemas nervosos auténomo e
central, da atividade somatomotora e do comportamento. Se possivel, registar as diferengas eventualmente
observadas entre efeitos locais e sistémicos. Deve estar-se atento a tremores, convulsdes, salivacdo, 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 aclimatagdo, 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 eutandsia, se posterior ao dia 1. O peso corporal é reconhecidamente um indicador critico de
toxicidade, pelo que é necessirio observar atentamente os animais cujo peso decresca 20 % ou mais relativa-
mente ao peso anterior ao estudo e ndo volte a aumentar. No final do periodo apds a exposicdo, pesa-se e
eutanasia-se os animais sobreviventes.

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 autdépsia macroscépica. Se ndo for
possivel realizar a autdpsia imediatamente depois de detetada a morte do animal, este deve ser refrigerado (nio
congelado) a uma temperatura suficientemente baixa para minimizar a autdlise. As autépsias devem ser efetuadas
o mais rapidamente possivel, normalmente ndo mais de um ou dois dias apds a morte. Regista-se todas as
alteragdes patoldgicas macroscopicas de cada animal, prestando especial atencdo as alteracdes do aparelho
respiratério.

Pode efetuar-se outros exames previamente previstos para alargar o valor interpretativo do estudo, tais como a
pesagem dos pulmdes dos ratos sobreviventes efou a pesquisa, por exame microscopico, de irritacdes do
aparelho respiratorio. Também podem examinar-se os Orgdos que evidenciem macropatologias de animais
que tenham sobrevivido 24 horas ou mais, bem como 6rgdos que se saiba serem afetados ou que se preveja
serem-no. O exame microscopico de todo o aparelho respiratorio pode fornecer elementos tteis no caso dos
produtos quimicos que reagem com a dgua, tais como os dcidos e os produtos quimicos higroscépicos.

DADOS E RELATORIOS
Dados

Devem ser indicados o peso corporal e os resultados da autépsia de cada animal. Deve resumir-se os resultados
dos exames clinicos num quadro, indicando, para cada grupo estudado, o nimero de animais utilizados, o
nimero de animais que apresentaram sinais especificos de toxicidade, o niimero de animais que morreram
durante o ensaio ou que foram eutanasiados e 0 momento da morte de cada animal, complementados por uma
descri¢do dos efeitos tdxicos e da evolugdo e reversibilidade destes, bem como pelos resultados das autépsias.

Relatério dos ensaios

Elementos a constar, quando pertinente, do relatério dos ensaios:
Animais estudados e condicdes em que sdo mantidos

— descri¢do das condigdes de engaiolamento, nomeadamente: niimero (ou altera¢io do niimero) de animais por
gaiola, camas, temperatura e humidade relativa ambientes, fotoperiodo e dieta,

— espécie e estirpe utilizadas e, caso ndo sejam utilizados ratos, justificagdo da utilizagdo de outra espécie,
— ntimero, idade e sexo,
— método de aleatorizagdo,

— elementos sobre a qualidade dos alimentos e da dgua (incluindo o tipo de dieta e a origem desta, bem como
a origem da dgua),

— descrigdo de eventuais condicionamentos anteriores ao ensaio, nomeadamente ao nivel da dieta, de quaren-
tenas e do tratamento de doencas.
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— natureza fisica, grau de pureza e propriedades fisico-quimicas pertinentes (incluindo a isomerizagdo),
— dados de identificacio e, se for conhecido, nimero de registo CAS (Chemical Abstract Service).

Veiculo

— justificagdo da utilizagdo e da escolha do veiculo (se ndo for dgua),

— dados histéricos ou paralelos demonstrativos de que o veiculo ndo interfere nos resultados do estudo.
Camaras de inalagio

— descricdo — incluindo dimensdes e volume — das cimaras de inalacdo,

— origem ¢ descri¢do do equipamento utilizado na exposi¢do dos animais e na geracdo da atmosfera,
— equipamento de medigdo da temperatura, humidade, granulometria e concentracio real,

— fonte de ar, tratamento do ar fornecido/evacuado e sistema de climatizacdo utilizado,

— métodos utilizados para calibrar o equipamento a fim de garantir a homogeneidade da atmosfera ensaiada,
— subpressdo ou sobrepressio,

— pontos de exposicdo por camara (de exposicdo unicamente nasal); localizacio dos animais no sistema
(cdmara de exposi¢do de corpo inteiro),

— homogeneidade/estabilidade no tempo da atmosfera ensaiada,

— localizagdo nas camaras 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 exposi¢do (exposi¢io unicamente nasal) ou relacdo entre o
volume ocupado pelos animais ¢ o volume da camara (cdmara de exposicdo de corpo inteiro),

— informagdes sobre o equipamento eventualmente utilizado para medir o oxigénio e o diéxido de carbono,
— tempo necessario para as camaras de inalagdo atingirem o equilibrio (tos),

— numero hordrio de substitui¢des de volume,

— medidores (se existirem).

Elementos relativos d exposigdo

— fundamentagido da escolha da concentragdo visada no estudo principal,

— concentragdes nominais (dadas pela divisio da massa do produto quimico em estudo introduzido na camara
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 estudadas que geram formas fisicas heterogéneas (gases, vapores, aerossois), pode analisar-se sepa-
radamente cada uma delas,

— as concentragdes no ar devem indicar-se em unidades de massa (mgfl, mg/m’, etc); podem igualmente
indicar-se unidades de volume (ppm, ppb, etc.) entre paréntesis,

— distribui¢do granulométrica, didmetro acrodindmico mediano da massa (MMAD) e desvio-padrdo geométrico
(0,), incluindo os métodos de cdlculo correspondentes; indicar também o resultado de cada andlise granu-
lométrica efetuada.
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Condicdes de realizacdo dos ensaios

elementos sobre a preparacdo do produto quimico estudado, nomeadamente sobre eventuais métodos de
reducdo da granulometria de sélidos ou de preparagdo de solugdes do produto quimico. Se o recurso a
processos mecanicos for passivel de ter alterado a composi¢do do produto quimico em estudo, incluir os
resultados das andlises efetuadas para verificar a composicdo deste,

descrigdo (de preferéncia complementada por um esquema) do equipamento utilizado para gerar a atmosfera
ensaiada e para expor os animais a essa atmosfera,

elementos sobre o método de andlise quimica utilizado e sobre a validagio desse método (incluindo o
rendimento da recuperacdo do produto quimico em estudo do meio amostrado),

Fundamentacido da escolha das concentragdes utilizadas nos ensaios.

Resultados

— quadro com a temperatura, a humidade e o caudal de ar nas camaras,

quadro com as concentragdes nominais e reais nas cimaras,

quadro com os dados granulométricos, nomeadamente dados analiticos sobre a colheita de amostras, a

distribui¢do granulométrica e os cdlculos de MMAD e Ogs

quadro com os dados de resposta e as concentracdes correspondentes a cada animal (animais que apresen-
taram sinais de toxicidade, incluindo mortalidade, e natureza, intensidade e dura¢io dos efeitos),

pesos corporais de cada animal registados durante os dias do estudo, bem como a data e 0 momento da
morte, se anterior a eutandsia programada; aparecimento, evolugdo e eventual reversibilidade de sinais de
toxicidade em cada animal,

resultados da autépsia e resultados histopatoléogicos correspondentes a cada animal, se disponiveis,

categoria no sistema de classificagio, embalagem e rotulagem e valor-limite da CLs,.

Discussdo e interpretacdo dos resultados

— deve ser dada especial atengdo 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 respirdveis, em especial se os
critérios granulométricos ndo forem satisfeitos,

a apreciagdo global do estudo deve incidir igualmente na coeréncia dos métodos utilizados para determinar
as concentracdes nominal e real e deve dar conta da relacdo entre estas concentracdes,

referir a causa provavel da morte ¢ o0 modo de agdo predominante (sistémico ou local),

explicar por que razdo terd sido necessdrio eutanasiar animais que apresentavam sinais de dor ou de grande
sofrimento continuado, com base nos critérios do documento de orientagdes da OCDE relativo aos parame-
tros eticamente mensurdveis (7).
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Apéndice 1

DEFINICAO

Produto quimico em estudo: qualquer substincia ou mistura a qual seja aplicado este método de ensaio.
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Apéndice 2

Procedimento a seguir para gases em funcio da concentracio (ppm) INICIAL (4 h)
Observagdes gerais (1)
Esquematiza-se neste apéndice o procedimento de ensaio a seguir consoante a concentracdo inicial.
Apéndice 2a: concentragdo inicial de 100 ppmy;
Apéndice 2b: concentracdo inicial de 500 ppm;
Apéndice 2c: concentragdo inicial de 2 500 ppm;
Apéndice 2d: concentra¢do inicial de 20 000 ppm.

O procedimento de ensaio segue as setas correspondentes ao niimero de animais eutanasiados ou que morreram.

(") Os quadros seguintes reportam-se ao sistema GHS (Sistema Mundial Harmonizado de Classificacdo e Rotulagem de Produtos Quimi-
cos). O equivalente na Unido Europeia é o Regulamento (CE) n.° 1272/2008 (9), que ndo prevé a categoria 5 para a toxicidade aguda
por inalagdo.
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Apéndice 2a

Acute Inhalation Toxicity:

Test Procedure with a starting concentration of 100 ppm/4 h for gases

100 ppm —p{ 500 ppm —p] 2500 ppm —p] 20000ppm
3 animals 3 animals 3 animals 3 animals
sex 1 sex 1 sex 1 sex 1
3 animals 3 animals 3 animals 3 animals
sex 2 sex 2 sex 2 sex 2

w

-6 | o-2 |||l 3-6 |] o-2 )] 3-6 JJo-2 |||5-6]|3-4]|1-2] |o-0
) e | Xl =l e

¥ y A h A

S:sis Cat.1 Cat.2 Category 3 Category 4 Category 5
(ppm) | £100 > 100-500 > 50_0-2500 »> 2500-20000 > 20000-50000 0

(at 2500)

LC 50
cut-off 100 500 1500 2500 20000 50000 o

ppm

— 3 d + 3 @, or 6 animals of the more susceptible sex are used per step
— 0-6: Number of moribund or dead animals/tested concentraion
— GHS: Globally Harmonized Classification System

— oo: unclassified

— Testing at = 20000 ppm/4h: see Guidance Document 39 (8)
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Apéndice 2b

Acute Inhalation Toxicity:

Test Procedure with a starting concentration of 500 ppm/4h for gases

100 ppm e 500 ppm 2500 ppm mpd 20000 ppm
3 animals 3 animals 3 animals 3 animals
sex 1 sex 1 sex 1 sex 1
3 animals 3 animals 3 animals 3 animals
sex 2 sex 2 sex 2 sex 2
| 3-6 || o-2 ||| 3-6 |] o-2 |}| 3-6 || o-2 E-El|3-4||1-2|| 0-0 |
- | —_— | -
A 2 y y A 4 y v h
GHS
Gases | Cat. 1 Cat. 2 Category 3 Category 4 Category 5
(ppm) <100 |>100-500 > 500-2500 »2500-20000 >20000-50000 0
6
(@t 2500)f | Other
LC 50 l Ll X X
;‘;‘:" 100 500 1500 2500 20000 50000 ©

— 8 J + 38 @, or 6 animals of the more susceptible sex are used per step

— 0-6: Number of moribund or dead animals/tested concentraion

— GHS: Globally Harmonized Classification System

— oo: unclassified

— Testing at = 20000 ppm/4h: see Guidance Document 39 (8)
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Test Procedure with a starting concentration of 2 500 ppm/4h for gases

Apéndice 2¢

Acute Inhalation Toxicity:

&

GHS
gases
(ppm)

LC 50
cut-off
ppm

100 ppm o 500 ppm L_ 2500 ppm 20000 ppm
3 animals 3 animals 3 animals 3 animals
sex 1 sex 1 sex 1 sex 1
3 animals 3 animals 3 animals 3 animals
sex 2 sex 2 sex 2 sex 2
] [ | ] | GEIle| =l
L 4 h A A v A
Cat. 1 Cat. 2 Category 3 Category 4 Category 5
<100 »100-500 > 500-2500 > 2500-20000 > 20000-50000 0
other
(at 2500)
X L 4 X
|_' 100 500 1500 2500 20000 50000 o:-l

— 8 J + 3 @, or 6 animals of the more susceptible sex are used per step

— 0-6: Number of moribund or dead animals/tested concentraion

— GHS: Globally Harmonized Classification System

— oo: uUnclassified

— Testing at = 20000 ppm/4h: see Guidance Document 39 (8)
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Apéndice 2d

Acute Inhalation Toxicity:

Test Procedure with a starting concentration of 20 000 ppm/4h for gases

100 ppm 500 ppm 2500 ppm 20000 ppm
3 animals 3 animals 3 animals 3 animals
sex 1 sex 1 sex 1 sex 1
3 animals 3 animals 3 animals 3 animals
sex 2 sex 2 sex 2 sex 2
(I | I | | N | e | | e | | | N | R P
M M | |
5-6 3-4
(at 2500) at (5000)
X X l l X
g:sis Cat. 1 Cat. 2 Category 3 Category 4 Category 5
(ppm) | <100 > 100-500 > 500-2500 > 2500-20000 > 20000-50000 L
6
(at %500) other
w l * w w w v
LC 50
::‘:ff 100 500 1500 2500 20000 50000 0

— 3 J + 3 @, or 6 animals of the more susceptible sex are used per step

— 0-6: Number of moribund or dead animals/tested concentraion

— GHS: Globally Harmonized Classification System

— oo unclassified

— Testing at = 20000 ppm/4h: see Guidance Document 39 (8)
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Apéndice 3

Procedimento a seguir para vapores em funcio da concentragio (mg/l) inicial (4 h)

Observagdes gerais (')

Esquematiza-se neste apéndice o procedimento de ensaio a seguir consoante a concentragdo inicial.
Apéndice 3a: concentrac¢do inicial de 0,5 mgl;
Apéndice 3b: concentragdo inicial de 2,0 mg/l;
Apéndice 3c¢: concentracdo inicial de 10 mgfl;

Apéndice 3d: concentracgdo inicial de 20 mg/l.

O procedimento de ensaio segue as setas correspondentes ao niimero de animais eutanasiados ou que morreram.

(") Os quadros seguintes reportam-se ao sistema GHS (Sistema Mundial Harmonizado de Classificacdo e Rotulagem de Produtos Quimi-
cos). O equivalente na Unido Europeia é o Regulamento (CE) n.° 1272/2008 (9), que ndo prevé a categoria 5 para a toxicidade aguda
por inalagdo.
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GHS
Vapours
(mg/l)

LC 50
cut-off
mg/L

Apéndice 3a

Acute Inhalation Toxicity:

Test procedure with a starting concentration of 0,5 mg/L/4h for vapours

0.5 mgiL — 2 mogil
3 animals 3 animals
sex 1 sex 1
3 animals 3 animals
sex 2 sex 2

— 10 mgiL > 20 mgil
3 animals 3 animals

sex 1 sex 1
3 animals 3 animals

sex 2 sex 2

| 3.6 || 0-2 |

= Ls-s || 0-2!

4

e

|
5-6 |[3-a]]1-2]]|0-0

w v

Category 1 Category 2 Category 3 Cat. 4 Cat. 5
<05 >05-2 >2-10 >10 - 20 > 20 - 50 ]
6 (at 2) E’a‘t"‘zr 6 (at 10) (a‘:_150) 3 (at 10)
h 4 l‘ 3 1 l l ) 4 y A 4 k 4
0.05 0.5 1.5 2 2.5 5 |10 20 50 L]

— 8 d + 3 @, or 6 animals of the more susceptible sex are used per step

— 0-6: Number of moribund or dead animals/tested concentraion

— GHS: Globally Harmonized Classification System

— oo: unclassified

— Testing at 50 mg/L/4h: see Guidance Document 39 (8)
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GHS
Vapours
(mg/l)

LC 50
cut-off
mg/L

Apéndice 3b

Acute Inhalation Toxicity:

Test procedure with a starting concentration of 2 mg/L/4h for vapours

0.5 mg/L

3 animals
sex 1

3 animals
sex 2

2 mgil
3 animals
sex 1

- 10 m gilL — 20 mogil
3 animals 3 animals

sex 1 sex 1
3 animals 3 animals

sex 2 sex 2

3 animals I
sex 2
[ |

L3-s 1l o-2 J|Lz-s 1lo-2 ||3-s Jle-2 1L5-s ll3-4][1-2]]e-0
| 1
h 4 v v v h 4 v
Category 1 Category 2 Category 3 Cat. 4 Cat. 5
:0.5 >0.5-2 >2-10 >10 -20|>20 - 50 L
w v A 4 A 4
0.05 0.5 20 50 «©

— 8 d + 3 @, or 6 animals of the more susceptible sex are used per step

— 0-6: Number of moribund or dead animals/tested concentraion

— GHS: Globally Harmonized Classification System

— oo: unclassified

— Testing at 50 mg/L4h: see Guidance Document 39 (8)
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Apéndice 3¢

Acute Inhalation Toxicity:

Test procedure with a starting concentration of 10 mg/L/4h for vapours

0.5 Mg/l e 2 mgil i 10 mgil —r 20 mg/L
3 animals 3 animals 3 animals 3 animals
sex 1 sex 1 sex 1 sex 1
3 animals 3 animals 3 animals 3 animals
sex 2 sex 2 sex 2 sex 2
h h w F r
e urs| Category 1 Category 2 Category 3 Cat. 4 | cat. 5
(mg/l) <05 »05 -2 »2-10 » 10 - 20 =20 -50 o0
other
6 (at 2) I at 2 | 6 (at 10) I(a“o)l 3 (at 10)
3 r L a r
LC 50
cut-off | g o5 05 15 2 25 5 |10 20 50 o
mg/L

3 d + 3 @, or 6 animals of the more susceptible sex are used pers step

0-6: Number of moribund or dead animals/tested concentraion

— oo: unclassified

GHS: Globally Harmonized Classification System

— Testing at 50 mg/L/4h: see Guidance Document 39 (8)
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Apéndice 3d

Acute Inhalation Toxicity:

Test procedure with a starting concentration of 20 mg/L/4h for vapours

hd

0.5mgil e 2 mogfl - 10mMgil g 20 mgfL
3 animals 3 animals 3 animals 3 animals
sex 1 sex 1 sex 1 sex 1
— —
3 animals 3 animals 3 animals 3 animals
sex 2 sex 2 sex 2 sex 2

Ls3-s Jleo-2 JIL3:s Jlo-2 J|L3:6

1-2 0-0
L

w w w L w
GHS, Category 1 Category 2 Category 3 Cat. 4 | Cat. 5
Vapours < 0.5 >0.5-2 >2-10 >10-20]>20 -50 L]
(mg/l) I

I 6 (at 2) I I (";thzf I 6 (at 10) (a‘tl.150)

w w A L 4 ¥
LC 50
cut-off | 0.05 0.5 1.5 2 2,5 5110 20 50 0

mg/L

— 3 Jd + 3 @, or 6 animals of the more susceptible sex are used per step
— 0-6: Number of moribund or dead animals/tested concentraion

— GHS: Globally Harmonized Classification System

— oo: unclassified

— Testing at 50 mg/L/4h: see Guidance Document 39(8)
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Apéndice 4

procedimento a seguir para aerosséis em fungio da concentracio (mgfl) inicial (4 h)

Observagdes gerais (1)

Esquematiza-se neste apéndice o procedimento de ensaio a seguir consoante a concentracdo inicial.
Apéndice 4a: concentrac¢do inicial de 0,05 mg/l;

Apéndice 4b: concentragdo inicial de 0,5 mg/l;

Apéndice 4c: concentracdo inicial de 1 mgfl;

Apéndice 4d: concentragdo inicial de 5 mgl.

O procedimento de ensaio segue as setas correspondentes a0 nimero de animais eutanasiados ou que morreram.

(") Os quadros seguintes reportam-se ao sistema GHS (Sistema Mundial Harmonizado de Classificacdo e Rotulagem de Produtos Quimi-
cos). O equivalente na Unido Europeia é o Regulamento (CE) n.° 1272/2008 (9), que ndo prevé a categoria 5 para a toxicidade aguda
por inalagdo.
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Apéndice 4a

Acute Inhalation Toxicity:

Test procedure with a starting concentration of 0,05 mg/L/4h for vapours

0.05 mg/L = osmol | ™ 1 mgil = 5mgiL
3 animals 3 animals 3 animals 3 animals
sex 1 sex 1 sex 1 sex 1
3 animals 3 animals 3 animals 3 animals
sex 2 sex 2 sex 2 sex 2

| | | | | | | | —
| z-6 J{o-2 || {36 |fo-2 ]| fseffo-2{ffz6]fi-2]]col]
| - | -

| = |

L 4 Y r
GHS
dusts | Cat.1 Category 2 Cat.3 Category 4 Category 5
i <0.05 >0.05- 05 >05 -1 >1-5 »>5-125
mists

[ —
I 6 (at 0. 5)I4-5(a( 0.5) Is(at 0.5) I

LC 50 - l l l - -
cut-off I 0.05| 0.125| 0.25 I 0.5| 1 I 2 2.5| 5 I 125 I “’I
mg/L

— 3 J + 39, or 6 animals of the more susceptible sex are used per step
— 0-6: Number of moribund or dead animals/tested concentraion

— GHS: Globally Harmonized Classification System

— oo Unclassified

— Testing at 12.5 mg/L4h: see Guidance Document 39 (8)
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Apéndice 4b

Acute Inhalation Toxicity:

Test procedure with a starting concentration of 0,5 mg/L/4h for aerosols

0.05 mo/L 0.5 mo/lL

1 mg/l 5 mg/l
3 animals 3 animals 3 animals 3 animals
sex 1 sex 1 sex 1 sex 1

| ] 1 /
P36 Jo-2 ) Ws-6 Jfo-2 W3-8 o-2 Q) Qa6 )] -2 ][00l
|

|

GHS 4
dusts |Cat. 1 Category 2 Cat. 3 Category 4 Category 5
and | <0.05 »>0.05- 0.5 > 0.5-1 >1-5 »>5-12.5 o
mists
1T
LC 50
cuf;tffl o.u5| o.125| 0.25 | 0.5 | 1 | 2|25 | 5 | 12.5 | °°|
mg

— oo unclassified

— GHS: Globally Harmonized Classification System

— 3 + 3 @, or 6 animals of the more susceptible sex are used per step

— 0-6: Number of moribund or dead animals/tested concentraion

— Testing at 12.5 mg/L/4h: see Guidance Document 39 (8)
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Apéndice 4c

Acute inhalation toxicity:

Test procedure with a starting concentration of 1 mg/L/4h for aerosols

0.05 mo/l 0.5 mg/l o= 1 mgfl 5 mg/l
3 animals 3 animals 3 animals 3 animals
sex 1 sex 1 sex 1 sex 1
3 animals 3 animals 3 animals 3 animals
sex 2 sex 2 sex 2 sex 2

—

| ] ]  —
[as o2 e ]foz2)a-ealfoz|[3se]]-2][ool]
l |

GHS

dusts jCat. 1 Category 2 Cat. 3 Category 4 Category 5

and | £0.05 > 0.05- 0.5 > 0.5 -1 »>1-5 >5-12.5 LY
mists

I

LC 50

mg/L

cut-offl 0.05' [l.125| 0.25 I D.5I 1 I 2 2.5I 5 I

125 ol

— GHS: Globally Harmonized Classification System
— oo unclassified

— 3 J + 3 9, or 6 animals of the more susceptible sex are used per step
— 0-6: Number of moribund or dead animals/tested concentraion

— Testing at 12.5 mg/L/4h: see Guidance Document 39 (8)
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Apéndice 4d

Acute Inhalation Toxicity:

Test procedure with a starting concentration of 5 mg/L/4h for aerosols

0.05 mg/L 0.5myl e 1 mgil 5 mg/L
| 3 animals | |3 animals I | 3 animalsl | 3 animals
sex 1 sex 1 sex 1 sex 1
3 animals 3 animals 3 animals 3 animals
sex 2 sex 2 sex 2 sex 2
| ] ] ] ] ] I  —
a6 | fo-2 ) W36 o2 fz-8fo-2)[z6]fi-2]]o-o]
L
GHS .
dusts | Cat.1 Category 2 Cat.3 Category 4 Category 5
and | £0.05 >0.05- 05 >05-1 >1-5 >5-125 <)
mists
1 |
LC 50 4 3
cut;:ﬂl 0.05| 0.125| 0.25 I o.5| 1 I 2 2.5| 5 | 125 | col
mg

— 3 J + 39, or 6 animals of the more susceptible sex are used per step
— 0-6 : Number of moribund or dead animals/tested concentraion

— GHS: Globally Harmonized Classification System

— oo! Unclassified

— Testing at 12.5 mg/L/4h: see Guidance Document 39 (8)»

9) O capitulo C.10 passa a ter a seguinte redagdo:

«C.10. ENSAIO DE SIMULA(;[\O DO TRATAMENTO AEROBIO DE EFLUENTES C.10-A: UNIDADES DE
LAMAS ATIVADAS — C.10-B BIOFILMES

C.10-A: Unidades de lamas ativadas

INTRODUCAO

1. O presente método de ensaio é equivalente ao Test Guideline TG 303 da OCDE (2001). Na década de 1950,
concluiu-se que os novos tensioativos causavam a formacdo excessiva de espuma nas estacdes de tratamento de
dguas residuais e nos cursos de dgua. Observou-se que ndo eram totalmente eliminados no tratamento aerébio e
que, em alguns casos, limitavam a remogdo de outras matérias organicas. Este facto levou a realizagdo de virias
investigacdes sobre 0 modo como os tensioativos poderiam ser removidos das dguas residuais e a compatibi-
lidade dos novos produtos quimicos produzidos pela inddstria com o tratamento de dguas residuais. Para este
efeito, foram utilizados modelos de unidades que representavam os dois principais tipos de tratamento bioldgico
aerobio das dguas residuais (lamas ativadas e filtracdo por percolagio ou em leito percolador). Seria invidvel e
muito oneroso disseminar cada novo produto quimico e monitorizar estagdes de tratamento em grande escala,
mesmo a nivel local.

CONSIDERACC)ES INICIAIS
Unidades de lamas ativadas

2. Estdo descritos modelos de unidades de lamas ativadas de volume compreendido entre 300 ml e 2 000 ml.
Alguns modelos, que constituem réplicas bastante fiéis de estacdes a escala real, possuem tanques de decantagdo
a partir dos quais as lamas decantadas sdo bombeadas para um tanque de arejamento, enquanto outros, como o
modelo Swisher (1), ndo possuem decantadores. As dimensdes a adotar resultam de um compromisso; por um
lado, devem ser suficientemente grandes para que as opera¢des mecanicas sejam executadas de forma correta e
para que o volume das amostras seja suficiente, sem afetar o funcionamento; por outro, o equipamento ndo
deve ocupar demasiado espaco nem exigir uma quantidade excessiva de materiais.
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As unidades de Husmann (2) e as unidades de vasos porosos (3)(4) constituem dois tipos de dispositivos
utilizados em larga escala e de forma satisfatéria, tendo sido os primeiros utilizados no estudo dos tensioativos;
estas unidades sdo descritas no presente método de ensaio. Foram também utilizadas com resultados satisfa-
torios outras unidades, como, por exemplo, a de Eckenfelder (5). Atendendo ao custo relativamente elevado e ao
esforgo aprecidvel que o recurso ao presente ensaio de simulagdo implica, foram estudados em paralelo ensaios
de rastreio mais simples e menos onerosos, que constam do capitulo C.4 A-F do presente anexo (6). A
experiéncia adquirida com muitos tensioativos e outros produtos quimicos demonstrou que aqueles que s3o
aprovados nos ensaios de rastreio (facilmente biodegradéveis) se degradaram também no ensaio de simulacdo.
Alguns produtos quimicos que ndo foram aprovados nos ensaios de rastreio foram-no nos ensaios de biode-
gradabilidade inerente — capitulos C.12 (7) e C.19 (8), do presente anexo —, mas apenas alguns destes tltimos
se degradaram no ensaio de simulacdo; os produtos quimicos ndo aprovados nos ensaios de biodegradabilidade
inerente ndo se degradaram nos ensaios de simulacdo (9)(10)(11).

Para alguns fins, sdo suficientes os ensaios de simulagdo efetuados com uma tnica combinacdo condicdes
experimentais; os resultados sdo expressos em percentagem de remogdo do produto quimico em estudo ou
do carbono organico dissolvido (COD). O presente método apresenta uma descri¢gdo de um desses ensaios. No
entanto, contrariamente a versdo anterior deste capitulo, que descrevia apenas um tipo de dispositivo para o
tratamento de dguas residuais sintéticas em unidades interligadas, utilizando um método relativamente rudi-
mentar de rejeicdo das lamas, o presente texto contempla diversas variantes. Descreve-se alternativas para o tipo
de dispositivo, o0 modo de funcionamento, as dguas residuais e a rejei¢do das lamas. O texto segue de perto a
norma 1SO 11733 (12), que foi objeto de andlise cuidadosa durante a preparacio deste método; porém, este
ndo foi ainda sujeito a um ensaio interlaboratorial.

Para outros fins, é necessdrio conhecer de forma mais precisa a concentracdo do produto quimico em estudo no
efluente, o que implica o recurso a um método mais elaborado. O caudal da rejeicio de lamas, por exemplo,
deve ser controlado de forma mais precisa ao logo de cada dia e do periodo do ensaio, sendo necessdrio que as
unidades funcionem com vdrios caudais de rejeicio. No caso de um método mais elaborado, devem também ser
realizados ensaios a duas ou trés temperaturas diferentes: Birch (13)(14) descreve um método desse tipo, que se
resume no apéndice 6. Contudo, os conhecimentos atuais sdo insuficientes para decidir quais os modelos
cinéticos aplicaveis a biodegradacdo de produtos quimicos no tratamento de dguas residuais e no meio aquatico
em geral. A aplicagdo da cinética de Monod, que se refere no apéndice 6 a titulo de exemplo, limita-se a
produtos quimicos presentes em quantidades ndo inferiores 1 mgfl, embora, de acordo com algumas fontes, isto
tenha ainda de ser demonstrado. O apéndice 7 diz respeito a ensaios a concentra¢des mais proximas das
observadas nas dguas residuais; contudo, esses ensaios, assim como os que constam do apéndice 6, ndo
constituem, por si s6, métodos diferenciados.

Filtros

Tem sido dada uma menor aten¢do aos modelos com filtros de percolagdo, provavelmente por ocuparem mais
espago e serem menos compactos do que os modelos de estacdes de lamas ativadas. Gerike et al. desenvolveram
unidades de filtracio em leito percolador e utilizaram-nas interligadas (15). Os filtros utilizados sdo relativa-
mente grandes (altura 2 m; volume 60 1) e cada um deles necessita de um caudal de dguas residuais da ordem
de 2 1/h. Baumann et al. (16) simularam filtros de leito percolador inserindo fitas de poliéster "aveludado” em
tubos de 1 m (14 mm de didmetro interno) previamente imersas durante 30 minutos em lamas ativadas
concentradas. O produto quimico em estudo, tnica fonte de carbono numa solu¢do de sais minerais, foi
descarregado no tubo vertical e avaliou-se a biodegradacdo através de medi¢des de COD no efluente e de
CO, no gis libertado.

Foram simulados ainda biofiltros de outra forma (15): as superficies internas de tubos rotativos, com uma
inclinagdo ligeira em relagdo a horizontal, foram alimentadas com dguas residuais (cerca de 250 ml/h) com e
sem o produto quimico em estudo, tendo os efluentes recolhidos sido analisados para a determinacdo do COD
efou daquele produto.

PRINCIPIO DO METODO

Este método destina-se a determinar a eliminagdo e a biodegrada¢do primdria efou final, por microrganismos
aerébios, de produtos quimicos organicos hidrossoliveis, num sistema de ensaio em funcionamento continuo
que simula o processo das lamas ativadas. As fontes de carbono e de energia dos microrganismos sdo um meio
organico facilmente biodegraddvel e o produto quimico em estudo.

Duas unidades de ensaio em funcionamento continuo (sistema de lamas ativadas ou de vasos porosos) funcio-
nam em paralelo e em condi¢des idénticas, selecionadas de acordo com o objetivo do ensaio. Normalmente, o
tempo médio de retengdo hidrdulica é de 6 h e o tempo de permanéncia médio (tempo de retencdo) das lamas é
de 6 a 10 dias. A rejeicdo das lamas processa-se por um de dois métodos: o produto quimico em estudo ¢é
geralmente adicionado ao afluente (meio organico) de apenas uma das unidades numa concentragdo compreen-
dida entre 10 mg/l e 20 mg/l de carbono organico dissolvido (COD). A segunda unidade ¢ utilizada como
unidade de controlo para determinar a biodegrada¢io do meio orgéanico.

Determina-se 0 COD (de preferéncia), ou a caréncia quimica de oxigénio (CQO), juntamente com a concen-
tracio do produto quimico em estudo (se necessdrio), por meio de andlises especificas efetuadas a amostras,
colhidas com frequéncia, do efluente da unidade que recebe o produto quimico em estudo. Presume-se que a
diferenca entre as concentracdes de COD ou de CQO no efluente das unidades de ensaio e de controlo, é devida
ao produto quimico em estudo ou aos seus metabolitos organicos. Essa diferenca é comparada com a concen-
tragio de COD ou CQO no afluente ao produto quimico em estudo, a fim de determinar a eliminacdo deste.
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A biodegradagio pode geralmente distinguir-se da bioadsorcdo através de um exame cuidadoso da curva de
eliminagdo em funcdo do tempo, podendo confirmar-se através de um ensaio de biodegradabilidade "facil", por
recurso a um indculo aclimatado da unidade recetora do produto quimico em estudo.

INFORMACAO SOBRE O PRODUTO QUIMICO EM ESTUDO

A pureza, a hidrossolubilidade, a volatilidade e as caracteristicas de adsor¢do do produto quimico em estudo
devem ser conhecidas, a fim de permitir uma interpretagio correta dos resultados. Em geral, os produtos
quimicos voldteis e os produtos quimicos insoliveis ndo podem ser alvo de ensaio, salvo se forem tomadas
precaucdes especiais (ver o apéndice 5). A estrutura quimica ou, pelo menos, a férmula empirica, devem
também ser conhecidas para o cdlculo dos valores tedricos efou a confirmacdo dos valores medidos de
parametros como, por exemplo, a caréncia tedrica de oxigénio (CTeO), o carbono orgénico dissolvido (COD)
e a caréncia quimica de oxigénio (CQO).

O facto de se dispor de informagdes sobre a toxicidade do produto quimico em estudo para os microrganismos
(apéndice 4) pode ser til para selecionar concentragdes de ensaio adequadas e essencial para uma interpretacdo
correta dos valores baixos de biodegradagio que possam surgir.

NIVEIS DE APROVACAO

Na aplica¢do inicial do presente ensaio de simulagdo (confirmagdo) da biodegradagdo primdria de tensioativos,
era necessario que mais de 80 % do produto quimico em causa fosse removido antes de o tensioativo poder ser
comercializado. Se a referida percentagem ndo for atingida, pode recorrer-se ao presente ensaio de simulagdo
(confirmagdo) e o tensioativo s6 pode ser comercializado se mais de 90 % do produto quimico causa for
removido. Com a maioria dos produtos quimicos, ndo se coloca a questdo da aprovagdo ou ndo aprovagio
e a percentagem de remocdo obtida pode ser utilizada no célculo aproximado da concentragio ambiental
provavel a utilizar na avaliagdo dos perigos associados aos produtos quimicos. Os resultados tendem a seguir
um padrdo "tudo ou nada". Numa série de estudos de produtos quimicos puros, observou-se uma percentagem
de remocdo de COD superior a 90 % em mais de trés quartos dos produtos quimicos que revelaram um grau
significativo de biodegradabilidade e superior a 80 % em mais de 90 % deles.

As concentragdes utilizadas no presente ensaio (cerca de 10 mg CJl), relativamente poucos produtos quimicos
(por exemplo, tensioativos) estdo presentes nas dguas residuais. Alguns produtos quimicos podem ter efeitos
inibidores a estas concentracdes, ao passo que a cinética da remogdo de outros pode apresentar diferengas a
baixas concentragdes. E possivel efetuar uma avaliacio mais precisa da degradacio por recurso a métodos
modificados, utilizando concentragdes baixas realistas do produto quimico em estudo; os dados obtidos podem
ser utilizados para o cdlculo das constantes cinéticas. No entanto, as técnicas experimentais necessdrias ainda
ndo foram totalmente validadas, nem foram estabelecidos os modelos cinéticos que descrevem as reagdes de
biodegradagio (ver o apéndice 7).

SUBSTANCIAS DE REFERENCIA

A fim de garantir uma execugdo correta do processo experimental, pode ser util submeter a ensaio substancias
de comportamento conhecido, juntamente com os produtos quimicos em estudo. Entre as primeiras contam-se
0 écido adipico, o 2-fenilfenol, o 1-naftol, o 4dcido difénico, o 4cido 1-naftdico, etc. (9)(10)(11).

REPRODUTIBILIDADE DOS RESULTADOS DOS ENSAIOS

Héd muito menos referéncias de ensaios de simulacdo que de ensaios de determinacdo da biodegradabilidade
"facil". No caso dos produtos quimicos com degradabilidade igual ou superior a 80 %, a reprodutibilidade entre
ensaios simultineos é boa (desvios de 10 a 15 %), embora a variabilidade aumente se o produto quimico for
menos degraddvel. Além disso, nas nove semanas em que decorreram os ensaios, alguns produtos quimicos
proximos do limite produziram resultados muito dispares (por exemplo, 10 % e 90 %) em diversas ocasides.

Observou-se poucas diferencas nos resultados obtidos com os dois tipos de dispositivos, mas alguns produtos
quimicos exibiram uma degradacdo mais completa e constante na presenga de dguas residuais domésticas do
que com o efluente sintético previsto no método da OCDE.

DESCRICAO DO METODO
Dispositivos
Sistema de ensaio

O sistema de ensaio de um produto quimico é constituido por uma unidade de ensaio e uma unidade de
controlo; contudo, quando apenas se efetuam andlises especificas (biodegradagdo primdria), sé é necessdria uma
unidade de ensaio. Pode ser utilizada uma unidade de controlo para vdrias unidades de ensaio que utilizem o
mesmo produto quimico em estudo ou produtos quimicos diferentes. Em caso de interligagdo de unidades de
ensaio (apéndice 3), cada unidade deve ter a sua propria unidade de controlo. O sistema de ensaio pode consistir
num modelo de estagdo de lamas ativadas — unidade de Husmann (apéndice 1, figura 1) ou vaso poroso
(apéndice 1, figura 2). Em ambos os casos, sdo necessdrios recipientes de armazenagem de dimensdes adequadas
aos afluentes e efluentes, bem como bombas para a adi¢do do afluente, com ou sem uma solu¢do do produto
quimico em estudo.
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Cada unidade da instalacdo de lamas ativadas é constituida por um tanque de arejamento com uma determinada
capacidade (cerca de trés litros de lamas ativadas) e um separador (clarificador secunddrio) com capacidade de
cerca de 1,5 litros; até certo ponto, os volumes podem ser alterados, mediante o ajustamento da altura do
separador. Sdo admissiveis recipientes de dimensdes diferentes, desde que processam cargas hidrdulicas compa-
rdveis. Se ndo for possivel manter a temperatura do local de ensaio no intervalo desejado, recomenda-se a
utilizacdo de recipientes com circulagdo de dgua a temperatura regulada. Utiliza-se uma bomba de ar ou uma
bomba de dosagem para transferir as lamas ativadas do separador para o recipiente de arejamento, de forma
continua ou intermitente, a intervalos regulares.

O sistema de vasos porosos é composto por um cilindro poroso interno com fundo cénico, montado num
recipiente ligeiramente maior de pldstico impermedvel, com a mesma forma. Um material adequado para o
recipiente ¢ polietileno poroso com poros de 90 pm de didmetro mdximo e 2 mm de espessura. A separa¢io
das lamas do meio organico tratado é efetuada por passagem diferencial através da parede porosa. Os efluentes
sdo recolhidos no espago anular, do qual transitam para o recipiente de recolha. Dado ndo ocorrer precipitacio,
ndo se regista retorno de lamas. O sistema, no seu conjunto, pode ser montado num banho-maria com controlo
termostatico. Os vasos porosos obstruem-se e podem transbordar nas fases iniciais. Nesse caso, substituir o
revestimento poroso por um revestimento novo, extraindo, por bombagem, as lamas do recipiente para um
balde limpo e removendo o revestimento. Apés a limpeza do cilindro impermedvel exterior, inserir um novo
revestimento e retransferir as lamas no recipiente. As lamas aderentes as faces obstruidas do revestimento sdo
também removidas cuidadosamente e transferidas. Comegar por limpar os recipientes obstruidos, por meio de
um jato fino de dgua, de forma a remover a lama remascente; enxaguar com uma solugdo diluida de hipoclorito
de sédio e, seguidamente, com dgua, antes de proceder a uma lavagem completa com dgua.

Para o arejamento das lamas nos tanques de arejamento de ambos os sistemas podem utilizar-se métodos
adequados, como, por exemplo, cubos sinterizados (rochas difusoras) e ar comprimido. Se necessdrio, o ar deve
ser depurado, por passagem por um filtro adequado ou por lavagem. Deve circular pelo sistema uma quantidade
de ar suficiente para manter as condi¢des aerdbias e manter os flocos das lamas em suspensdo permanente,
durante o ensaio.

Dispositivo de filtraggo ou centrifugacdo

Dispositivo de filtracdo das amostras com filtros de membrana de porosidade adequada (didmetro nominal da
abertura: 0,45 pm), que adsorva substancias organicas soltveis e liberte uma quantidade minima de carbono
orgénico. Caso se utilizem filtros que libertem carbono orgénico, lava-los cuidadosamente com dgua quente,
para eliminar o carbono organico lixividvel. Em alternativa, pode utilizar-se uma centrifugadora que produza
40 000 m/s?.

Equipamento de andlise

Aparelhos que permitam determinar os seguintes parametros:

— COD (carbono orgénico dissolvido) e COT (carbono organico total), ou CQO (caréncia quimica de oxigénio),
— substancia especifica, se necessdrio,

— soélidos em suspensdo, pH, concentragio de oxigénio na dgua,

— temperatura, acidez e alcalinidade,

— amonio, nitritos e nitratos, se o ensaio for executado em condicdes de nitrificacdo.

Agua

Agua da rede de abastecimento, com menos de 3 mg/l de COD. Determinar a alcalinidade, se ndo for conhecida.
Agua desionizada, com menos de 2 mg/l de COD.

Meio orgdnico

Podem utilizar-se como meio organico dguas residuais sintéticas, dguas residuais domésticas ou uma combina-
¢do de ambas. Foi demonstrado (11) (14) que a utilizagdo de dguas residuais domésticas simples origina com
frequéncia uma maior percentagem de remogdo de COD, permitindo mesmo a remocdo e biodegradagio de
alguns produtos quimicos que ndo sofrem biodegradagdo quando se utiliza o efluente sintético OCDE. Além
disso, a adi¢do permanente ou intermitente de dguas residuais domésticas estabiliza frequentemente as lamas
ativadas, melhorando a capacidade de precipitagdo, que constitui um pardmetro essencial. Recomenda-se, pois, a
utilizagdo de dguas residuais domésticas. Determinar a concentragio de COD (ou a CQO) de cada novo lote de
meio orgdnico. Deve conhecer-se a acidez ou a alcalinidade do meio orgénico. Se esta acidez ou alcalinidade for
baixa, pode ser necessdrio adicionar ao meio um tampdo adequado (hidrogenocarbonato de sdédio ou di-
-hidrogenofosfato de potdssio), para manter o pH no tanque de arejamento a cerca de 7,5 £ 0,5, durante o
ensaio. A quantidade de solucdo-tampdo e o momento em que € adicionada devem ser decididos caso a caso.
Quando as misturas sdo utilizadas de forma continua ou intermitente, o seu teor de COD, ou a CQO, devem ser
mantidos a um valor aproximadamente constante, por exemplo, diluindo com dgua.
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Aguas residuais sintéticas

Dissolver, por cada litro de dgua da rede de abastecimento, 160 mg de peptona; 110 mg de extrato de carne;
30 mg de ureia; 28 mg de hidrogenofosfato dipotdssico anidro (K,HPO,); 7 mg de cloreto de sédio (NaCl);
4mg de cloreto de célcio di-hidratado (CaCl,.2H,0); 2mg de sulfato de magnésio hepta-hidratado
(Mg,S0,.7H,0). O efluente sintético OCDE constitui um exemplo e proporciona uma concentragdo média
de COD no afluente de cerca de 100 mg/l. Em alternativa, podem utilizar-se composi¢des mais préximas das
das dguas residuais em estudo, com uma concentra¢io idéntica de COD. Se for necessdrio um afluente menos
concentrado, diluir o efluente sintético, por exemplo, na propor¢do 1:1, com dgua da rede de abastecimento, de
forma a obter uma concentracdo da ordem de 50 mgfl. O recurso a uma concentracio mais baixa permitird
uma melhor proliferacio dos organismos nitrificantes, pelo que esta modificagdo é aconselhdvel caso o estudo
diga respeito a simulacdo de estagdes de tratamento de dguas residuais com nitrificagdo. O efluente sintético,
numa forma concentrada, pode ter por base dgua destilada e ser armazenado a cerca de 1°C durante uma
semana, no maximo. Se necessdrio, diluir com dgua da rede de abastecimento (este meio ndo € inteiramente
satisfatorio, uma vez que, por exemplo, a concentragio de azoto é muito elevada e o teor de carbono
relativamente baixo, mas ndo foram sugeridas alternativas melhores, exceto a adi¢do de mais fosfato no tampdo
e de uma quantidade suplementar de peptona).

Aguas residuais domésticas

Utilizar dguas residuais recentemente decantadas, recolhidas diariamente numa instalacdo de tratamento que
processe predominantemente esgotos domésticos. A amostra deve ser recolhida, antes de decantacdo primdria,
da conduta de alimentacdo do decantador, ou da conduta de alimenta¢do da instalacio de lamas ativadas, e ter a
menor quantidade possivel de particulas grosseiras. As dguas residuais podem ser utilizadas ap6s terem sido
armazenadas durante vérios dias (em geral, ndo mais de sete), a cerca de 4 °C, caso se apresentem provas de que
0 COD (ou a CQO) ndo baixou significativamente (ou seja, mais de 20 %) durante a armazenagem. A fim de
evitar perturbagdes do sistema, o COD (ou a CQO) de cada novo lote deve ser ajustado, antes da utilizacdo, para
um valor constante, por exemplo, através de dilui¢do com dgua da rede de abastecimento.

Lamas ativadas

As lamas ativadas para inoculagio devem ser recolhidas num tanque de arejamento de uma estagio de
tratamento de dguas residuais explorada corretamente ou numa unidade de lamas ativadas a escala laboratorial,
que trate predominantemente dguas residuais domésticas.

Solucdes-mae da substdncia em estudo

No caso de produtos quimicos com solubilidade adequada, preparar solucdes-mie de reserva de concentragdes
apropriadas (por exemplo, 1 a 5 gfl) em 4dgua desionizada, ou na fracdo mineral do efluente sintético (no caso
de produtos quimicos insoltveis e voldteis, ver o apéndice 5). Determinar o COD e o carbono organico total
(COT) da solugdo-mie e repetir as medi¢des para cada novo lote. Se a diferenga entre o COD e o COT for
superior a 20 %, verificar a solubilidade em dgua do produto quimico em estudo. Comparar o COD ou a
concentracdo do produto quimico em estudo determinados por andlise especifica da solugdo-mie com o valor
nominal, de forma a averiguar se a recuperacio ¢ suficiente (em geral, deve ser superior a 90 %). Verificar, em
especial no caso das dispersdes, se o COD pode ou nido ser utilizado como pardmetro analitico, ou se é
necessdrio utilizar uma técnica analitica especifica para o produto quimico em causa. Com as dispersdes, é
necessdrio proceder a centrifugacio das amostras. Para cada novo lote, determinar o COD, a CQO ou o produto
quimico em estudo por meio de uma andlise especifica.

Determinar o pH da solu¢do-mde. A ocorréncia de valores extremos indica que a adi¢do do produto quimico
pode influenciar o pH das lamas ativadas no sistema de ensaio. Neste caso, neutralizar a solu¢do de reserva com
pequenas quantidades de dcido ou de base, de forma a obter um pH de 7,0 £ 0,5, evitando, contudo, a
precipitacdo do produto quimico em estudo.

PROCEDIMENTO

O procedimento descrito é aplicdvel a unidades de instalagdes de lamas ativadas; no caso de um sistema de
vasos porosos, tem de sofrer adaptacdes ligeiras.

Preparagdo do indculo

No inicio do ensaio, inocular o sistema com lamas ativadas ou com um indculo com baixa concentragio de
microrganismos. Manter o inéculo arejado a temperatura ambiente, até ser utilizado (em menos de 24 horas).
No primeiro caso, colher uma amostra de lama ativada do tanque de arejamento de uma estagdo de tratamento
de dguas residuais bioldgica que funcione de forma eficiente, ou de uma estacio de tratamento a escala
laboratorial, que processe essencialmente efluentes domésticos. Se for necessdrio simular condi¢des de nitrifi-
cacdo, utilizar lamas provenientes de uma estacdo de tratamento de dguas residuais com nitrificagdo. Determinar
a concentragdo de s6lidos em suspensdo e, se necessdrio, concentrar as lamas por sedimentagio, de forma a que
o volume adicionado ao sistema de ensaio seja minimo. Assegurar uma concentracdo inicial de matéria seca da
ordem de 2,5 gfl.

No segundo caso, utilizar como inéculo 2 a 10 ml/l de efluente proveniente de uma estacdo de tratamento de
dguas residuais domésticas bioldgica. Para dispor do maior niimero possivel de diferentes espécies de bactérias,
pode ser ttil adicionar indculos provenientes de vdrias fontes, como, por exemplo, dguas de superficie. Neste
caso, as lamas ativadas desenvolver-se-do e proliferardo no sistema de ensaio.
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Introdugio de meio organico

Assegurar que os recipientes do afluente e do efluente, bem como a conduta entre o primeiro e o segundo, sdo
bem limpos, de forma a eliminar qualquer proliferagdo de flora microbiana antes do ensaio e durante o mesmo.
Montar os sistemas de ensaio num compartimento com controlo de temperatura (em geral, na gama 20-25 °C)
ou utilizar unidades com circulagdo de dgua. Preparar um volume suficiente de meio organico (pontos 27 e 29).
Comegar por encher o tanque de arejamento e o separador com o meio organico, adicionando em seguida o
inéculo (pontos 34, 35). Iniciar o arejamento de modo a manter as lamas em suspensdo, em condicdes aercbias,
e comegar a introdugdo do afluente e a reciclagem das lamas decantadas. Transferir o meio organico dos
tanques de armazenagem para os recipientes de arejamento (pontos 20 e 21) das unidades de ensaio e de
controlo, e recolher os respetivos efluentes em tanques de armazenagem idénticos. Para obter o tempo de
retencdo hidrdulica normal (6 h), o meio orgdnico é bombeado a 0,5 1/h. Para confirmar este caudal, medir a
quantidade didria de meio organico adicionado, registando o decréscimo dos volumes do meio nos recipientes
de armazenagem. Para determinar os efeitos das descargas intermitentes e descargas intensivas de produtos
quimicos, seriam necessdrias outras formas de dosagem.

Se o meio organico for preparado para utilizagdo por um periodo superior a um dia, é necessario arrefecé-lo a
cerca de 4 °C, ou recorrer a outros métodos adequados de conservacdo, para evitar a proliferacdo de micro-
rganismos e a ocorréncia de biodegradacdo fora das unidades de ensaio (ponto 29). Se for utilizado efluente
sintético, pode preparar-se, e armazenar-se a cerca de 4 °C, uma solucdo-mée concentrada (por exemplo, com
uma concentracio 10 vezes superior a normal - ponto 28). Esta solucdo pode ser diluida com um volume
adequado de dgua da rede de abastecimento, antes da utilizagdo. Em alternativa, pode ser bombeada direta-
mente, sendo o referido volume adequado de dgua da rede de abastecimento bombeado separadamente.

Introdugdo do produto quimico em estudo

Adicionar um volume adequado da solug¢do-mde do produto quimico em estudo (ponto 31) ao recipiente de
armazenagem de efluente ou introduzi-la diretamente, com uma bomba, no tanque de arejamento. A concen-
tracdo média normal do produto quimico em estudo no afluente deve estar compreendida entre 10 mg/l e
20 mg/l de COD, ndo devendo exceder 50 mg/l. Se a solubilidade em dgua do produto quimico for baixa, ou se
for provével a ocorréncia de efeitos toxicos, reduzir a concentra¢do para 5 mg/l de COD ou menos, mas apenas
se estiver disponivel e puder ser aplicado um método analitico especifico (os produtos quimicos dispersos que
forem pouco soltiveis em dgua podem ser adicionadas por recurso a técnicas especiais de dosagem — ver o
apéndice 5).

Comecar a adcionar o produto quimico em estudo ap6s um periodo necessdrio a estabilizagio do sistema e a
eliminacdo eficiente (cerca de 80 %) do COD do meio organico. Antes da adi¢do do produto quimico, é
importante verificar se todas as unidades estdo a funcionar de forma igualmente eficaz; se tal ndo for o caso,
justifica-se, geralmente, misturar as lamas e redistribuir volumes iguais pelas unidades. Quando se utiliza um
inéculo de cerca de 2,5 gfl (massa a seco) de lama ativada, o produto quimico em estudo pode ser adicionado
no inicio do ensaio, uma vez que a adigdo direta de quantidades crescentes desde o inicio apresenta a vantagem
de as lamas ativadas poderem adaptar-se melhor a substancia. Independentemente do método de adicio,
recomenda-se que o caudal efou os volumes no(s) recipiente(s) de armazenagem sejam medidos com intervalos
regulares.

Processamento das lamas ativadas

Durante o ensaio, independentemente do indculo utilizado, a concentragdo das lamas ativadas sélidas estabiliza-
-se, em geral, entre determinados limites, no intervalo de 1 a 3 g/l (massa a seco), em fungdo da natureza e da
concentracdo do meio orgénico, das condigdes de funcionamento, da natureza dos microrganismos presentes e
da influéncia do produto quimico em estudo.

Determinar os sélidos em suspensdo nos tanques de arejamento, pelo menos, uma vez por semana e eliminar o
excesso de lamas, de forma a manter a concentragio na gama 1 g/l a 3 g/l (massa a seco), ou manter constante
o tempo de permanéncia médio das lamas (em geral, na gama de 6 a 10 dias). Se, por exemplo, for escolhido
um tempo de retencdo das lamas de oito dias, remover diariamente e eliminar 1/8 do volume das lamas ativadas
contidas no tanque de arejamento. Efetuar esta operagdo diariamente ou, de preferéncia, recorrer a um dispo-
sitivo automdtico de bombagem intermitente. O facto de manter a concentragdo de sélidos em suspensdo a
niveis constantes, ou dentro de limites restritos, ndo permite obter um valor constante do tempo de retencdo
das lamas, parametro que condiciona a concentra¢gdo do produto quimico em estudo no efluente.

Durante todo o ensaio, remover, pelo menos uma vez por dia, as lamas aderentes as paredes do tanque de
argjamento e do separador, de forma a repo-las em suspensdo. Verificar e limpar regularmente todas as
tubagens, para impedir a formacdo de biofilmes. Transferir a lama decantada do separador para o tanque de
aregjamento, de preferéncia por bombagem intermitente. Embora ndo ocorra reciclagem no sistema de vasos
porosos, importa assegurar que sdo inseridos vasos interiores limpos antes de o volume no tanque aumentar
significativamente (ponto 21).

Nas unidades de Husmann, pode observar-se precipitacido deficiente e perda de lamas. Estas ocorréncias podem
ser retificadas através de um dos procedimentos que se referem de seguida, aplicados em paralelo nas unidades
de ensaio e de controlo:
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— podem adicionar-se a intervalos regulares (por exemplo, semanalmente) lamas frescas ou floculante (por
exemplo, 2 ml de solucdo de 50 g/l FeCl; por tanque), verificando, porém, que ndo ocorre qualquer reagio
nem precipitagdo do produto quimico em estudo com FeCls,

— a bomba de ar pode ser substituida por uma bomba peristaltica que proprocione um caudal de recirculagio
das lamas aproximadamente igual ao caudal do afluente e o desenvolvimento de uma zona anaerdbia nas
lamas decantadas (a geometria da bomba de ar limita o caudal minimo das lamas de retorno a cerca de doze
vezes o caudal do afluente),

— as lamas podem ser bombeadas por intermiténcia do separador do tanque de arejamento (por exemplo,
5 minutos em cada 2,5 h, para reciclar de 1 a 1,5 1/h),

— pode utilizar-se um agente antiespumante ndo toxico (por exemplo, 6leo de silicone), numa concen-
tragdo minima, para evitar as perdas através das espumas,

— pode-se fazer borbulhar ar nas lamas do separador, em rajadas curtas (por exemplo, 10 segundos por
hora),

— 0 meio organico pode ser introduzido no tanque de arejamento a intervalos regulares (por exemplo, 3 a
10 minutos por hora).

Amostragem e andlise

Medir, a intervalos regulares, a concentracdo de oxigénio dissolvido, a temperatura e o pH das lamas ativadas,
nos tanques de arejamento. Garantir que esteja sempre presente oxigénio em quantidade suficiente (> 2 mg/l) e a
temperatura seja mantida na gama pretendida (em geral, de 20 °C a 25 °C). Manter o pH a 7,5 £ 0,5, por
adi¢do de pequenas quantidades de base ou dcido inorganicos no tanque de arejamento ou no afluente, ou
aumentando a capacidade-tampdo do meio orgéanico (ver ponto 27). A nitrifica¢do produz dcido; a oxidagdo de
1 mg de azoto produz o equivalente de cerca de 7 mg de CO;>. A frequéncia das medicdes depende do
pardmetro a medir e da estabilidade do sistema, podendo variar consoante as medi¢des sejam didrias ou
semanais.

Medir o COD ou a CQO nos afluentes dos tanques de ensaio e de controlo. Medir a concentra¢do do produto
quimico em estudo no afluente respetivo, através de uma andlise especifica ou por estimativa, com base na sua
concentra¢do na solugdo-mde (ponto 31), no volume utilizado e na quantidade de dguas residuais tratadas na
unidade de ensaio. Recomenda-se o cdlculo da concentra¢io do produto quimico em estudo, a fim de reduzir a
variabilidade dos valores obtidos para a concentra¢io.

Recolher amostras adequadas nos efluentes (por exemplo, amostras compdésitas em 24 h), e filtrar com uma
membrana de porosidade 0,45 pm, ou centrifugar a cerca de 40 000 m/s? durante 15 minutos. Deve recorrer-se
a centrifugacio se a filtragem for dificil. Determinar o COD ou a CQO pelo menos em duplicado, para avaliar a
biodegradagdo final e, se necessdrio, a biodegradagdo primdria, através de uma andlise especifica do produto
quimico em estudo.

A baixas concentragdes, a utilizagdo da CQO pode originar problemas analiticos, pelo que se recomenda apenas
para concentracdes suficientemente elevadas do produto quimico em estudo (cerca de 30 mgfl). Além disso, no
caso de produtos quimicos fortemente adsorventes, recomenda-se a determinacido da quantidade de produto
quimico em estudo adsorvida nas lamas, por recurso a uma técnica analitica especifica.

A frequéncia de amostragem depende da duracdo prevista do ensaio. Recomenda-se uma frequéncia de trés
vezes por semana. Se as unidades estiverem a funcionar eficazmente, prever um perfodo de adaptagio de uma
semana a, no maximo, seis semanas apds a adi¢do do produto quimico em estudo, para que seja atingido um
estado estaciondrio. Para a avaliagdo do resultado do ensaio, obter, de preferéncia, um minimo de 15 valores
validos na fase de patamar (ponto 59), que dura, em geral, trés semanas. O ensaio pode ser concluido se for
observado um grau de eliminagdo suficiente (por exemplo, superior a 90 %) e se estiverem disponiveis os 15
valores referidos, representativos de andlises efetuadas todos os dias durante trés semanas. A durac¢io do ensaio
ndo deve, em geral, exceder 12 semanas apds a adicdo do produto quimico em estudo.

Se as lamas nitrificarem e se pretender estudar os efeitos do produto quimico em estudo na nitrificacdo,
determinar o amoénio efou os nitritos, bem como os nitratos, em amostras dos efluentes das unidades de
ensaio e de controlo, pelo menos uma vez por semana.

Todas as andlises (em especial as determinagdes de azoto) devem ser efetuadas tdo rapidamente quanto possivel.
Se for necessdrio adiar a realizacdo das andlises, armazenar as amostras a cerca de 4 °C, na obscuridade, em
garrafas hermeticamente fechadas. Se for necessrio armazenar as amostras por um periodo superior a 48 horas,
conservé-las por ultracongelagdo, acidificacdo (por exemplo, com 10 ml/l de solu¢do de dcido sulfirico a
400 g/l) ou por adicdo de uma substancia toxica adequada (por exemplo, 20 ml/l de uma solugdo de cloreto
de merctrio (II) a 10 g[l). Assegurar que a técnica de conservacdo ndo influencia os resultados da anlise.
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Interligagdo das unidades de ensaio

Caso se recorra a uma interligagdo (apéndice 3), efetuar diariamente trocas da mesma quantidade de lamas
ativadas (150 ml a 1 500 ml, no caso de tanques de arejamento que contenham 3 litros de fase liquida) entre os
tanques de arejamento da unidade de ensaio e da unidade de controlo. Se o produto quimico em estudo for
fortemente adsorvido pelas lamas, alterar apenas o sobrenadante dos separadores. Em ambos os casos, utilizar
um fator de correcdo para calcular os resultados dos ensaios (ponto 55).

DADOS E RELATORIOS
Tratamento dos resultados

Calcular a percentagem de eliminacdo do produto quimico em estudo, em termos de COD ou de CQO, para
cada avaliacdo programada, por recurso a equacio:

C;— (E—E,
D[:¥x100

S

em que

o
I

% de eliminacdo do COD ou da CQO no instante t

@)
Il

s = COD ou CQO no afluente devidos ao produto quimico em estudo, estimado, de preferéncia, a partir da
solu¢do-made (mg/l)

E = valor medido de COD ou CQO no efluente em estudo, no instante t (mgfl)

rm
1

o = valor medido de COD ou CQO no efluente de controlo, no instante t (mg/l)

O grau de elimina¢do de COD ou de CQO do meio organico da unidade de controlo é uma informagdo atil
para avaliar a atividade de biodegradagdo das lamas ativadas, durante o ensaio. Calcular a percentagem de
eliminagdo por recurso a equagio:

Cv—E
Dp =100
Cum

em que

Dy = % de elimina¢do do COD ou da CQO do meio orgnico na unidade de controlo, no instante t

Cy = COD ou de CQO do meio organico no afluente de controlo (mg/l)

Como opcdo, calcular a percentagem de eliminagdo do COD ou da CQO devida ao meio orgénico e ao produto
quimico em estudo na unidade de ensaio, com base na seguinte equacdo:

D= T=E 100
T = Cr

em que
Dy = % de eliminagdo do COD ou da CQO total do afluente em estudo
Cr = COD ou CQO total do afluente em estudo, ou calculados a partir das solugdes-mae (mg]l)

Calcular a remogdo do produto quimico em estudo, se determinada por um método analitico especifico, em
cada instante, com base na equacio:

Si
Dst = S

(<

x 100

i

em que

Dgr = % de eliminacdo primdria do produto quimico em estudo, no instante ¢

e
1

= concentracdo medida ou estimada do produto quimico em estudo no afluente (mg]l)

w1
|

. = concentracdo medida ou estimada do produto quimico em estudo no efluente, no instante t (mg/l)
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Caso tenha sido utilizado o modo de interligagdo, compensar, através de um fator de corregdo, a diluicdo do
produto quimico em estudo no tanque de arejamento devida a substitui¢do das lamas (ver o apéndice 3). Se
tiver sido utilizado um tempo de reten¢do hidrdulica médio de 6 h e se tiver procedido & substitui¢do de metade
do volume de lamas ativadas contido no tanque de arejamento, é necessdrio corrigir os valores de eliminagdo
didria determinados (D,, ponto 52), de forma a obter o verdadeiro grau de eliminacdo, D,, do produto quimico
em estudo, através da seguinte equagdo:

tc

4D, — 100

Dy = 3

Apresentacio dos resultados do ensaio

Tragar o grafico da percentagem de remogdo, D, (ou D,) e Dy, consoante o caso, em fun¢do do tempo (ver o
apéndice 2). A forma da curva de remogdo do produto quimico em estudo (em relacdo ao prdprio produto ou
na forma de COD) permite tirar algumas conclusdes sobre o processo de remogdo.

Adsorcio

Caso se observe uma elevada remocido de COD do produto quimico em estudo desde o inicio do ensaio, o
produto em causa é, provavelmente, removido por adsorcio nos sélidos das lamas ativadas. E possivel com-
provar este fenémeno através da determinagdo da quantidade de produto quimico em estudo adsorvido, por
recurso a um método de andlise especifico. Nao ¢é habitual que a eliminagdo do COD de produtos quimicos
adsorviveis se mantenha a um nivel elevado durante todo o ensaio; em geral, observa-se um elevado grau de
eliminagdo no inicio, que baixa progressivamente para um valor de equilibrio. Contudo, se o produto quimico
adsorvivel em estudo tiver causado, de qualquer forma, a aclimatagdo da flora microbiana, a remogdo do seu
COD poderd aumentar posteriormente, estabilizando-se em valores elevados.

Fase de laténcia

Muitos produtos quimicos em estudo passam por uma fase de laténcia, antes de ocorrer a biodegrada¢io
completa, nomeadamente nos ensaios estiticos de rastreio. Na fase de laténcia, ocorre a aclimatacdo ou
adaptacdo das bactérias responsdveis pela degradacio, ndo se observando praticamente qualquer elimina¢do
do produto quimico em estudo; a proliferagio das bactérias inicia-se em seguida. Esta fase termina, iniciando-se
a fase de degradacio, quando for eliminada cerca de 10 % da quantidade inicial de produto quimico em estudo
(ap6s a adsorcido, caso ocorra). Em geral, a fase de laténcia é muito varidvel e pouco reprodutivel.

Fase de patamar

A fase de patamar da curva de eliminagdo de um ensaio continuo é definida como a fase em que ocorre a
degradagdo mdxima. Deve durar, pelo menos, trés semanas, durante as quais importa determinar cerca de 15
valores vélidos.

Grau de eliminagdo médio do produto quimico em estudo

Calcular o valor médio a partir dos valores de eliminacdo (D,) obtidos para o produto quimico em estudo na
fase de patamar. O grau de eliminagdo do produto quimico em estudo é arredondado ao nimero inteiro mais
proximo (1 %). Recomenda-se também o cdlculo do intervalo de confianca de 95 % do valor médio.

Eliminagdo do meio orgdnico

Desenhar o grifico da percentagem de eliminacio do COD ou da CQO do meio organico na unidade de
controlo (Dg) em fungdo do tempo. Indicar o grau de eliminagdo médio da mesma forma que para o produto
quimico em estudo (ponto 60).

Indicagdo da biodegradagdo

Se o produto quimico em estudo ndo for adsorvido de forma significativa pelas lamas ativadas e a curva de
eliminagdo tiver a forma caracteristica de uma curva de biodegradagdo com fases de laténcia, degradagio e
patamar (pontos 58 e 59), a remogdo determinada pode ser atribuida com confianca a biodegradagdo. Se
ocorrer uma elevada remogdo inicial, o ensaio de simulagdo ndo permite distinguir os processos de elimina¢do
bioldgicos dos abidticos. Nesses casos, € noutros em que existam dividas quanto a biodegradagdo (por exemplo,
se ocorrer separa¢do), analisar o produto quimico em estudo adsorvido ou efetuar mais ensaios estdticos de
biodegradagdo com base em pardmetros que comprovem claramente os processos bioldgicos. Trata-se, desig-
nadamente, dos métodos baseados no consumo de oxigénio [capitulo C.4, D, E e F do presente anexo (6)], de
um ensaio com medi¢do do diéxido de carbono produzido [capitulo C.4 C do presente anexo (6)] ou do
método de headspace da I1SO (18), utilizando um indculo pré-exposto do ensaio de simulacdo. Se tiverem sido
determinadas a remogdo do COD e a eliminagdo das substancias especificas, a ocorréncia de diferencas signi-
ficativas entre as percentagens (primeiro valor superior ao segundo) indicam a presenca nos efluentes de
substancias organicas intermedidrias cuja degradacdo pode ser mais dificil que a da substincia de origem.
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63.

64.

65.

66.

67.

Validade dos resultados

Obtém-se informagdes sobre o comportamento do inéculo em matéria de biodegradacio se for determinado o
grau de eliminagdo do meio organico (ponto 53) da unidade de controlo. Considerar o ensaio vélido se,
decorridas duas semanas, o grau de eliminacdo do COD ou da CQO da(s) unidade(s) de controlo exceder
80 % e ndo se registarem quaisquer ocorréncias relevantes.

Se tiver sido utilizada uma substancia de referéncia facilmente biodegraddvel, o grau de biodegradagio (Dr,
ponto 52) deve ser superior a 90 %.

Se o ensaio for efetuado em condicdes de nitrificacdo, a concentracdo média nos efluentes devem ser inferior a
1 mg(l de azoto amoniacal e a 2 mg/l de azoto na forma de nitritos.

Se esses critérios (pontos 63-65) ndo forem cumpridos, repetir o ensaio utilizando um indéculo de origem
diferente, submeter a ensaio uma substancia de referéncia e rever todos os procedimentos experimentais.

Relatério do ensaio

O relatério do ensaio deve incluir as seguintes informagdes:

Produto quimico em estudo:

— dados de identificagio,

— natureza fisica e, quando pertinente, propriedades fisico-quimicas.
Condices de ensaio:

— tipo de sistema de ensaio; quaisquer alteragdes introduzidas para o ensaio de produtos quimicos insoltveis e
volateis,

— tipo de meio organico,
— propor¢do e natureza das dguas residuais provenientes de inddstrias, se conhecidas,
— inoculo: natureza e local(is) de amostragem, concentragio e eventual pré-tratamento,

— solucdo-mée do produto quimico em estudo: teor de COD e COT; forma de preparacdo, caso se trate de
uma suspensdo; concentragdo de ensaio utilizada; fundamentagio de um eventual afastamento da gama de
10 a 20 mg/l de COD; método de adigdo; data da primeira adicdo; quaisquer alteracdes,

— tempo de permanéncia médio das lamas e tempo médio de retencdo hidrdulica; método de remogdo das
lamas; métodos para evitar a mistura e a perda de lamas, etc.,

— técnicas de analise utilizadas,
— temperatura de ensaio,

— qualidades das lamas misturadas, indice de volume das lamas, mistura de sélidos em suspensio no meio
fluido,

— eventuais desvios aos procedimentos normalizados e quaisquer ocorréncias que possam ter afetado os
resultados.

Resultados do ensaio:

— todos os valores medidos (COD, CQO, andlises especificas, pH, temperatura, concentracdo de oxigénio,
solidos em suspensdo, substancias azotadas, se for caso disso,

— todos os valores calculados dos parametros D, (ou D,), Dg, Dg,, na forma de quadro e a partir das curvas de
eliminagdo,

— informagdes sobre as fases de laténcia e de patamar, a duracdo do ensaio, o grau de eliminacdo do produto
quimico em estudo e do meio organico na unidade de controlo, juntamente com dados estatisticos e
conclusdes sobre a biodegradabilidade e a validade do ensaio,

— discussdo dos resultados.
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Figura 1
Equipamentos utilizados para avaliar a biodegradacio
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Figura 2
Equipamentos utilizados para avaliar a biodegradagio
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Figura 3
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Apéndice 2

Exemplo de curva de eliminagdo
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Apéndice 3

[INFORMATIVO]

INTERLIGACAO DAS UNIDADES DE ENSAIO

Para tentar igualizar as populagdes microbianas nas lamas de uma unidade de ensaio que processa dguas residuais com
um produto quimico em estudo e de uma unidade de controlo que apenas processa efluentes, procede-se a uma trans-
feréncia de lamas didria (1). Este processo designa-se por interligagdo e o método é conhecido por método das unidades
interligadas. A interligagdo comecou por ser efetuada por recurso a unidades de Husmann de lamas ativadas, mas,
posteriormente, foram também utilizadas unidades de vasos porosos (2) (3). Nao foram registadas diferencas significativas,
em termos de resultados, entre unidades interligadas ou ndo, quer se trate de unidades Husmann ou de vasos porosos,
pelo que ndo se justifica o dispéndio de tempo e energia com a interligagdo de unidades.

O intercimbio de lamas pode dar a impressdo de ocorréncia de uma remocdo considerdvel, uma vez que uma parte do
produto quimico em estudo nas lamas transferidas e as concentragdes do mesmo nos efluentes de ensaio e de controlo
sdo praticamente iguais. E, pois, necessario utilizar fatores de correcio, consoante a fragio em causa e o tempo médio de
retengdo hidrdulica. A referéncia (1) contém mais pormenores para o cilculo.

Calcular o valor corrigido do grau de eliminacdo do COD ou da CQO utilizando a seguinte férmula geral:

D = (D, — 100 - a - 1r/12)/(1 — a-1]12)%

em que:

D,. = % corrigida de eliminacio do COD ou da CQO

D, = % determinada de eliminacdo do COD ou da CQO

a = fracdo trocada do volume das unidades de lamas ativadas
r = tempo médio de retencdo hidrdulica (h)

Se, por exemplo, metade do volume do recipiente de arejamento for trocada (a = 0,5) e o tempo médio de retengdo
hidrdulica for de 6 h, a férmula de corregdo ¢ a seguinte:

4D, — 100

De=""5"
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Apéndice 4

AVALIACAO DA INIBICAO DAS LAMAS ATIVADAS

Processamento dos produtos quimicos em estudo

. Um produto quimico (ou uma dgua residual) pode ndo ser degradado ou removido no ensaio de simulagdo, podendo

mesmo apresentar um efeito inibidor nos microrganismos presentes nas lamas. Alguns produtos quimicos sdo
biodegradados a baixas concentracdes, mas sdo inibidores a concentragdes mais elevadas (hormese). Os efeitos
inibidores podem ser detetados numa fase precoce ou podem ser determinados por recurso a um ensaio de toxicidade,
utilizando um indculo semelhante ou idéntico ao utilizado no ensaio de simulacio (1). Estes métodos consistem na
inibi¢do do consumo de oxigénio (capitulo C.11 do presente anexo (2) e norma ISO 8192, n.° 3) ou na inibigdo do
crescimento dos organismos das lamas (ISO 15522, n.° 4).

. No ensaio de simulacdo, observa-se inibicdo se a diferenca de teores de COD ou CQO entre os efluentes do recipiente

de ensaio e do recipiente de controlo for superior ao COD correspondente ao produto quimico em estudo. Por outras
palavras, a percentagem de remocdo de COD (ou de CBO, CQO, efou NH",) do meio organico tratado baixard devido
a presenga do produto quimico em estudo. Caso tal suceda, o ensaio deve ser repetido, reduzindo-se a concentracio do
produto quimico em estudo até ser atingido um nivel em que ndo ocorra inibicio e, eventualmente, até o produto ser
biodegradado. Se o produto quimico, ou as dguas residuais, em estudo revelarem efeitos negativos no processo a todas
as concentragdes testadas, isso indica que o processamento bioldgico do produto ¢ dificil, ou mesmo impossivel;
poderd, contudo, ser interessante repetir o ensaio com lamas ativadas de origem diferente e/ou submetendo as lamas a
uma aclimatagdo mais gradual.

. Reciprocamente, se o produto quimico em estudo for bioeliminado no primeiro ensaio de simulacdo, a sua concen-

tracio deve ser aumentada, caso se pretenda conhecer os seus possiveis efeitos de inibigdo.

. Nas tentativas para determinar os graus de inibicdo, importa recordar que as populagdes colonizadoras das lamas

ativadas podem variar, pelo que, com o tempo, os microrganismos podem exibir tolerdncia a uma substancia inibidora.

. Célculo do grau de inibigdo:

A percentagem global de remogdo (R,), de CBO, COD, CQO, etc., das unidades de ensaio e de controlo, pode ser
calculada com base na equacio:

R, = 100 (I — B)JI %
em que:
I = concentragio de CBO, DOC, COD, etc. no afluente, nos recipientes de ensaio ou de controlo (mg/l)

E = mesmas concentragdes no efluente (mgfl).

Os valores de [ e E devem ser corrigidos para ter em conta o COD atribuivel ao produto quimico em estudo nas
unidades de ensaio, sem o que os cdlculos da percentagem de inibi¢do serdo incorretos.

O grau de inibi¢do decorrente da presenga do produto quimico em estudo é calculado a partir da equacdo:
% inibicio = 100 (R, — R)/R,

em que:
R. = percentagem de remocdo nos recipientes de controlo

R, = percentagem de remocdo nos recipientes de ensaio

REFERENCIAS
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Produtos quimicos em estudo pouco soliveis em dgua — substincias voldteis

Produtos quimicos pouco soliiveis em dgua

Foram publicados poucos relatdrios sobre ensaios de simulagdo de tratamento de dguas residuais com produtos quimicos
pouco soltveis ou insoliveis em dgua (1) (2) (3).

Nio existe um método tnico de dispersdo da substancia em estudo aplicdvel a todos os produtos quimicos insoltveis.
Dois dos quatro tipos de métodos descritos na norma ISO 10634 (4) afiguram-se adequados a dispersdo dos produtos
quimicos destinados a ensaios de simulagdo: trata-se do recurso a agentes emulsionantes efou a energia ultrassonica.

Deve determinar-se a estabilidade da dispersdo em periodos de, pelo menos, 24 horas.

As dispersoes, devidamente estabilizadas, contidas num recipiente com agitagdo constante (ponto 38), sdo transferidas
para um tanque de arejamento separadamente das dguas residuais domésticas ou sintéticas.

Se as dispersdes forem estdveis, investigar de que forma o produto quimico podera ser determinado na forma dispersa. E
improvavel que a determinacio do COD seja adequada, devendo, por isso, definir-se para a andlise do produto quimico
um método especifico passivel de ser aplicado a efluentes, s6lidos provenientes de efluentes e lamas ativadas. Pode, entdo,
determinar-se o comportamento do produto no processo de simulacdo das lamas ativadas, nas fases liquida e sélida. Deve,
pois, estabelecer-se um "balango de massas" para decidir se o produto quimico em estudo foi biodegradado. No entanto,
esse pardmetro indica apenas a biodegradacdo primdria. Para comprovar a biodegradagdo final, deve utilizar-se um ensaio
respirométrico da biodegradabilidade imediata (capitulo C.4 do presente anexo (5) C, F ou D), utilizando como indculo
lamas expostas ao produto quimico em estudo no ensaio de simulagdo.

Produtos quimicos voldteis

A simulagdo do tratamento das dguas residuais com produtos quimicos volateis é discutivel e problemdtica. Tal como no
caso dos produtos quimicos de baixa solubilidade em dgua, tém sido publicados muito poucos relatérios sobre ensaios de
simulagdo com produtos quimicos voldteis. Um dispositivo de mistura de tipo cldssico pode ser adaptado, tapando os
tanques de arejamento e de sedimentacdo, medindo e controlando o fluxo de ar por recurso a fluxémetros e fazendo
passar os gases libertados por coletores, para recolha das matérias orgénicas voldteis. Em alguns casos, utiliza-se uma
bomba de vdcuo para drenar os gases através de um coletor a frio ou de um coletor com purga que contenha Tenax e
silica-gel, para andlise por cromatografia em fase gasosa. O produto quimico em estudo presente no coletor pode ser
determinado por via analitica.

O ensaio ¢ efetuado em duas fases. Na primeira fase, as unidades sdo utilizadas sem lamas, mas com dguas residuais
sintéticas, sendo o produto quimico em estudo bombeado para o tanque de arejamento. Sdo colhidas amostras de
afluente, efluente e de gases libertados e analisadas para detecdo do produto quimico em estudo, durante alguns dias.
A percentagem (R, deste removida do sistema pode calcular-se a partir dos dados recolhidos.

Em seguida, realiza-se o ensaio bioldgico normal (com lamas), em condi¢des operacionais idénticas as utilizadas no ensaio
de remogdo. Efetuam-se também medigdes do COD ou da CQO, para verificar se as unidades estdo a funcionar de forma
eficaz. Ocasionalmente, efetua-se andlises para determinar a concentragdo de produto quimico em estudo no afluente, no
efluente e nos gases libertados, na primeira parte do ensaio; apds a aclimatagdo, efetua-se andlises com uma maior
frequéncia. £ igualmente possivel calcular, a partir dos dados no estado estaciondrio, a percentagem de eliminagdo do
produto quimico em estudo da fase liquida (Ry) por todos os processos (fisicos e bioldgicos), bem como a proporgio
removida do sistema (Ry).

Célculos:

a) No ensaio ndo bioldgico, a percentagem (Ryp) de produto quimico em estudo removido do sistema pode calcular-se
com base na férmula:

S
Ryp = % - 100
SIP

em que
Ryp = remogido do produito quimico em estudo por volatilizagio (%),

Syp = produto quimico em estudo recolhido no coletor, expresso em concentragio equivalente na fase liquida (mgfl),
Sip = concentragdo do produto quimico em estudo no afluente (mg/l).

b) No ensaio bioldgico, a percentagem (Ry) de produto quimico em estudo removida do sistema pode calcular-se com
base na férmula:

Sy
Ry =—-100
VI
em que
Ry = remogdo do produto quimico em estudo por volatilizacdo, no ensaio bioldgico (%)

wn
<
1}

produto quimico em estudo recolhido no coletor, no ensaio bioldgico, expresso em concentracdo equivalente
no afluente liquido (mgfl),

gl
|

= concentracdo do produto quimico em estudo no afluente (mg/l).
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¢) No ensaio bioldgico, a percentagem (Ry) de produito quimico em estudo removida por todos os processos é dada por:
Rr=1- %100
T = S,
em que
Sg = concentragdo de produto quimico em estudo no efluente liquido (mgfl).
d) Assim, a percentagem (Rp,) removida por biodegradacio e adsorgdo ¢ calculada da seguinte forma:
Rpa = Rr — Ry)
Deve realizar-se ensaios separados para determinar se o produto quimico em estudo é adsorvido; se for o caso, pode
efetuar-se uma nova corregio.
¢) Uma comparagio entre a proporcio de produto quimico em estudo removida nos sistemas de ensaio bioldgico (R,) e
nao biolégico (Ry;) indica os efeitos globais do tratamento biolégico na emissdo da produto para a atmosfera.
Exemplo: Benzeno
Tempo de retencdo nas lamas = 4 dias
Tempo de retengdo nas dguas residuais sintéticas = 8 horas
Sp = S; =150 mg/l
Syp = 150 mg/l (Sgp = 0)
Sy = 22,5mg|l
Sg = 50 pgfl
Assim,
Ryp = 100%, Ry = 15%
Ry = 100% e Ry, = 85 %.
Conclui-se que o benzeno nio é adsorvido pelas lamas.
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Efeitos do tempo de retencdo das lamas (SRT) na capacidade de tratamento dos produtos quimicos

INTRODUCAO

. O método descrito no texto principal foi concebido para verificar se os produtos quimicos sujeitos a ensaio

(geralmente aqueles cuja biodegradabilidade inerente é conhecida, mas ndo a "facil") podem ser biodegradados nos
limites impostos nas estagdes de tratamento de dguas residuais. Os resultados sdo expressos em termos de per-
centagem de remocdo e percentagem de biodegradagdo. As condi¢des de funcionamento das unidades de lamas
ativadas ¢ a escolha do afluente permitem grandes variagdes de concentracdo do produto quimico em estudo no
efluente. Os ensaios sdo efetuados apenas com uma concentra¢io nominal de lamas sélidas ou um tempo de
reten¢do nominal (SRT); os caudais de remogdo das lamas descritos podem causar variagdes considerdveis do SRT
durante o ensaio, tanto de dia para dia como num determinado dia.

. Nesta variante (1) (2), o SRT é mantido entre limites muito mais estreitos em cada periodo de 24 horas (tal como

acontece em grande escala), o que resulta numa concentracdio mais constante nos efluentes. Recomenda-se a
utilizagdo de dguas residuais domésticas, que proporciona uma percentagem de remog¢do mais constante e elevada.
Além disso, investigam-se os efeitos de uma série de valores de STF; num estudo mais pormenorizado, podem
estudar-se os efeitos da variacdo da temperatura na concentragio do efluente.

. Ainda ndo hd consenso quanto aos modelos cinéticos implicados na biodegradacio nas condigdes de tratamento de

dguas residuais. O modelo de Monod de crescimento bacteriano e a utilizagdo do substrato foram selecionados (1)(2)
para aplicacdo aos dados recolhidos, uma vez que o método se destinava a ser aplicado apenas a produtos quimicos
produzidos em grandes quantidades, que produziam concentragdes superiores a 1 mg/l nas dguas residuais. A
validade do modelo simplificado e os pressupostos assumidos foram estabelecidos por recurso a uma série de
etoxilatos de etilo com diversos graus de biodegradabilidade primdria (2)(3).

Nota: Este método alternativo segue de perto o método descrito (C.10-A), apenas diferindo nos aspetos que se
indicam de seguida.

PRINCIPIO DO METODO

. Utiliza-se unidades de vasos porosos com lamas ativadas, concebidas para facilitar a remocio quase continua do meio

fluido misto, de forma a permitir um controlo muito preciso do tempo de retencio das lamas (SRT, ou 9), de modo
ndo interligado, numa determinada gama de SRT e, eventualmente, numa determinada gama de temperaturas. Em
geral, o tempo de retengdo ¢ de 2 a 10 dias, a uma temperatura compreendida entre 5 e 20 °C. As dguas residuais, de
preferéncia domésticas, e uma solugdo do produto quimico em estudo sdo colocadas separadamente nas unidades a
caudais que proporcionem o tempo de retencdo requerido (trés a seis horas) e a concentragdo requerida do produto
no afluente. Paralelamente, para fins comparativos, utilizam-se unidades de controlo sem adi¢do do produto quimico
em estudo.

. Pode utilizar-se outros tipos de equipamentos, devendo porém fazer-se o possivel para assegurar o controlo dos SRT.

Por exemplo, no caso de instalagdes munidas de um decantador, pode ser necessdrio ter em conta a perda de sélidos
através dos efluentes. Além disso, deve tomar-se precaucdes especiais para evitar erros atribuiveis a variagio da
quantidade de lamas no decantador.

. Faz-se funcionar as unidades com cada conjunto selecionado de condi¢des; ao atingir o equilibrio, medem-se as

concentra¢des estaciondrias médias do produto quimico em estudo e, eventualmente, o COD nos efluentes, num
periodo de cerca de trés semanas. Além de avaliar a percentagem de remog¢do do produto quimico em estudo e,
opcionalmente, o COD, determina-se, na forma de grifico, a relagio entre as condi¢des de funcionamento da
instalagdo e a concentracdo do produto no efluente. A partir do gréfico, pode calcular-se as constantes cinéticas e
prever-se as condicdes de processamento do produto quimico em estudo.

INFORMACOES SOBRE O PRODUTO QUfMICO EM ESTUDO

. Aplica-se o descrito no capitulo C.10-A, pontos 12 e 13.

NIVEIS DE APROVACAO

. Aplica-se o descrito no capitulo C.10-A, pontos 14 e 15.

SUBSTANCIA DE REFERENCIA

. Aplica-se o descrito no capitulo C.10-A, ponto 16.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

REPRODUTIBILIDADE DOS RESULTADOS DOS ENSAIOS

Aplica-se o descrito no capitulo C.10-A, pontos 17 e 18.

DESCRICAO DO METODO
Dispositivos

O sistema de vasos porosos modificado (apéndice 6.1) constitui uma unidade adequada. Consiste num recipiente
interno (ou revestimento) de polipropileno poroso com 3,2 mm de espessura e porosidade aproximada 90 pm, com
juntas soldadas topo a topo, o que torna esta unidade mais robusta do que a descrita no ponto 21 do presente
capitulo, C.10-A. O revestimento é colocado num recipiente exterior de polietileno impermedvel, composto por duas
partes, designadamente uma base circular em que se abrem orificios destinados a receber duas linhas de ar e um tubo
para remogdo das lamas, e um cilindro superior aparafusado a base, com uma saida posicionada de forma a

2

proporcionar um volume conhecido (3 1) ao recipiente de vasos porosos. Uma das condutas de ar é munida de
uma pedra difusora; a outra tem uma extremidade aberta, estando posicionada perpendicularmente a pedra no
recipiente. Este sistema produz a agitagio necessdria para assegurar a mistura completa do conteido do vaso,
bem como concentragdes de oxigénio dissolvido superiores a 2 mgl.

As unidades, em ntimero adequado, sdo mantidas a temperaturas controladas na gama 5-20 °C ( 1 °C), quer por
meio de banhos-maria quer mantendo a temperatura da zona a um nivel constante. Sio necessirias bombas para
transferir a solu¢do Do produto quimico em estudo, bem como as dguas residuais decantadas, para os recipientes de
arejamento, com o caudal requerido (0-1,0 ml/min e 0-25 ml/min, respetivamente), ¢ uma terceira bomba para
remover os residuos de lamas dos recipientes de arejamento. O necessdrio caudal muito baixo de residuos de lamas
é obtido por recurso a uma bomba fixada a um caudal mais elevado, funcionando de forma intermitente sob o
comando de um temporizador (por exemplo, 10 segundos por minuto, com um caudal de 3 ml/min, produzindo,
assim, uma taxa de remocdo de 0,5 ml/min).

Dispositivo de filtragdo ou centrifugacdo

Aplica-se o descrito no capitulo C10 A, ponto 23.

Equipamento de andlise

Aplica-se o descrito no capitulo C.10-A, ponto 24.

Agua

Aplica-se o descrito no capitulo C.10-A, pontos 25 ¢ 26.
Meio orgdnico

Aplica-se o descrito no capitulo C.10-A, ponto 27.

Aguas residuais sintéticas

Aplica-se o descrito no capitulo C.10-A, ponto 28.

Aguas residuais domésticas

Aplica-se o descrito no capitulo C.10-A, ponto 29.

Lamas ativadas

Aplica-se o descrito no capitulo C10 A, ponto 30.

Solugdes-mae do produto quimico em estudo

Aplica-se o descrito no capitulo C.10-A, pontos 31 e 32.

PROCEDIMENTO
Preparagdo do indculo

Aplica-se o descrito no capitulo C.10, ponto 34 — utilizar lamas ativadas (cerca de 2,5 gfl).

Niimero de unidades de ensaio

Para um ensaio simples, ou seja, para medir a percentagem de eliminacdo, apenas ¢ necessrio um STF; contudo, para
obter os dados necessdrios ao cdlculo das constantes cinéticas, deve dispor-se de 4 ou 5 valores de STF. Selecionam-
-se, em geral, valores compreendidos entre 2 e 10 dias. Na prdtica, é conveniente realizar em simultdneo um ensaio
com 4 ou 5 SRT, a uma dada temperatura, em estudos mais aprofundados, utilizam-se os mesmos SRT, ou,
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23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

eventualmente, uma gama diferente de valores, a outras temperaturas na gama 5-20 °C. Para a biodegradagio
primdria (principal utilizagdo), apenas se necessita, em geral, de uma unidade por conjunto de condi¢des. No entanto,
para a determinacdo da biodegradabilidade final, é necessdria, para cada conjunto de condi¢des, uma unidade de
controlo que processe as dguas residuais sem o produto quimico em estudo. Caso se suponha que este estd presente
nas dguas residuais utilizadas, ¢ necessdrio recorrer a unidades de controlo para avaliar a biodegradagdo primdria e
efetuar as necessdrias correcdes nos calculos.

Introducio do meio organico e do produto quimico em estudo

Aplica-se o descrito no capitulo C.10-A, pontos 36 a 39; de salientar, contudo, que o produto quimico em estudo é
adicionado separadamente e que sdo utilizados vérios caudais de remocdo de lamas. Controlar e ajustar também
frequentemente, se necessario, com uma precisdo de 10 %, os caudais dos afluentes, dos efluentes e da remogdo de
lamas, por exemplo, duas vezes por dia. Se surgirem dificuldades com os métodos analiticos ao utilizar dguas
residuais domésticas, realizar o ensaio com o efluente sintético, garantindo, porém, que os meios diferentes originam
dados cinéticos compardveis.

Processamento das lamas ativadas

Aplica-se o descrito no capitulo C.10-A, pontos 40 a 43, controlando, porém, o SRT através da eliminacio constante
de lamas.

Amostragem e andlise

Aplica-se o descrito no capitulo C.10-A, pontos 44 a 50, determinando obrigatoriamente a concentra¢io do profuto
quimico em estudo e, facultativamente, o COD; ndo deve utilizar-se a CQO.

DADOS E RELATORIOS
Tratamento dos resultados

Aplica-se o descrito no capitulo C.10-A, pontos 52 a 54.

Apresentacdo dos resultados do ensaio

Aplica-se o descrito no capitulo C.10-A, pontos 56 a 62.

Célculo das constantes cinéticas

E mais realista exprimir a concentragio média do produto quimico em estudo no efluente, no estado estaciondrio, e
descrever 0 modo como varia, nas condi¢des de funcionamento da instalagio, do que exprimir a percentagem de
biodegradacdo primdria. Para tal, pode recorrer-se a equagdo (6) do apéndice 6.2, que pode fornecer valores para os
parametros Kg, p, € Oy, tempo critico de retengdo das lamas.

(em alternativa, podem obter-se valores de Kg e p,, utilizando um programa informdtico simples que adapte aos
valores experimentais obtidos a curva tedrica determinada a partir da equagdo 2 (apéndice 6.2). Embora a solucio
obtida ndo seja tnica, pode obter-se um valor aproximado razodvel dos parametros Kg e p,,).

Variabilidade dos resultados

Sabe-se pela experiéncia que cada produto quimico produz valores diferentes de pardmetros cinéticos. Pensa-se que as
condi¢des de cultivo das lamas, bem como as condi¢des de ensaio utilizadas (cf. ponto 5 e outros ensaios),
influenciam de modo considerdvel os valores obtidos. Um aspeto desta variabilidade foi debatido por Grady et al.
(4), que sugeriram a utilizagdo dos termos "permanentes” e "intrinsecas" para qualificar duas condigdes extremas que
representam os limites do estado fisioldgico de uma cultura durante um ensaio cinético. Se ndo forem possiveis
mudangas de estado durante o ensaio, os valores dos parametros cinéticos refletem as condi¢des do ambiente do qual
foram extraidos os microrganismos; estes valores sio chamados "permanentes”. No extremo oposto, se as condigdes
de ensaio forem de molde a permitir o pleno desenvolvimento do sistema de sintese proteica que proporcione a taxa
de crescimento méxima, os pardmetros cinéticos obtidos sdo "intrinsecos" e apenas dependentes da natureza do
substrato e dos tipos de bactérias na cultura. A titulo de orientagdo, os valores existentes sdo obtidos mantendo um
rdcio baixo (por exemplo, 0,025) de concentracio do substrato para microrganismos adequados (S,/X,), surgindo os
valores intrinsecos quando o rdcio ¢ elevado (por exemplo, ndo inferior a 20). Em ambos os casos, o valor S, deve
ser igual ou superior ao valor de Ks (constante de auto-saturacdo).

A variabilidade, juntamente com outros aspetos da cinética da biodegradacio, foi debatida num semindrio recente da
SETAC (5). Esses estudos, realizados ou projetados, permitirdio uma visio mais clara da cinética dos processos nas
estagdes de tratamento de dguas residuais, tendo em vista uma melhor interpretacdo dos dados existentes e propor
modelos mais adequados para os futuros métodos de ensaio.
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Apéndice 6.1
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Apéndice 6.2

Célculo das constantes cinéticas

1. Assumindo a aplicabilidade da cinética de Monod e um equilibrio de massas dos sdlidos ativos e do substrato no

sistema de lamas ativadas (1), podem obter-se as seguintes expressdes para os estados estaciondrios:

1 Pm * Sl

—__m 7K

8& Ks + Sl ¢ [1]
ou

K- (14K, - O,
S =g (( _Kd) _S)l 2]

em que s WHm R4
S; = concentra¢do de substrato no efluente (mg/l)
Kg = constante de meia saturagdo (concentragdo a qual p = p,/2 (mg/l)
p = taxa de crescimento especifica (d!)

Iy, = valor mdximo de p,(d™)
K4 = taxa de eliminagio especifica dos sélidos ativos (d7")

¥s = tempo médio de retencdo das lamas, SRT (d)

O exame desta equacdo conduz as seguintes conclusdes:

i) a concentragdo do efluente é independente da do afluente (Sy); por conseguinte, a percentagem de biodegradagdo
varia com a concentragdo do efluente, Sy;

ii) o tnico pardmetro de controlo da instalagdo que afeta a concentragdo S; é o tempo de retengdo das lamas, Jg;

iii) a cada concentracio no afluente, Sy, corresponde um tempo critico de retengdo das lamas, da seguinte forma:

1 )
Usc Ko+ So
em que
Ogc = tempo critico de retencdo das lamas, abaixo do qual os microrganismos competentes sdo eliminados da
instalagio.

iv) uma vez que os outros pardmetros da equagdo (2) estdo associados a cinética do crescimento, a temperatura é
suscetivel de afetar o nivel de substrato no efluente e o tempo de permanéncia critico das lamas, ou seja, o tempo
de retengdo das lamas necessirio para obter um certo nivel de tratamento aumenta a medida que diminui a
temperatura.

2. A partir de um equilibrio de massas de sdlidos no sistema de vasos porosos, e partindo do principio de que a

concentra¢do de sélidos no efluente da instalacdo, X,, é reduzido em comparagdo com a do tanque de arejamento, X,
o tempo de retengdo das lamas é dado por:

e P (Qe—Q1) Xa+ Qi Xy (4]
9 V-x, Vv
QX Q

em que

V = volume do tanque de arejamento (1)

X; = concentragdo de sélidos no tanque de arejamento (mg/l)
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X, = concentragdo de sélidos no efluente (mg/l)
Qo = caudal do afluente (I/d)

Q; = caudal dos residuos de lamas (l/d)

E, pois, possivel manter o tempo de retencdo das lamas a um determinado valor pré-selecionado através do controlo
do caudal dos residuos de lamas, Q.

Conclusoes

3. O principal objetivo do ensaio consiste em permitir prever a concentragdo do efluente e, por conseguinte, os niveis do
produto quimico em estudo nas dguas recetoras.

4. Representando graficamente S; versus Ug, pode, por vezes, avaliar-se rapidamente o tempo critico de retengdo das
lamas, dgc (exemplo: curva 3 da figura 1). Se tal ndo for possivel, pode calcular-se gc, obtendo também valores
aproximados de p, e K, representando Sy, versus S;9s.

Rearranjando a equagdo (1), obtém-se
1?8.5?519 =t 3]
Se o valor Ky for baixo, 1 + 9 ¢ Ky ~ 1 e a equagdo [5] assume a forma:
Sy -0 = L + 51

Hm V_m (6]

O gréfico deve, pois, ser uma linha reta (figura 2) de declive 1/p,, e ordenada na origem Kg/p,,; além disso, O ~1 /.

Figura 1

Trés temperaturas; cinco SRT
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CURVA 2: 10 °C
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Figura 2
Regressdo linear SRT - S; versus S; (T = 5 °C)
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Apéndice 7

ENSAIO NUMA GAMA BAIXA DE CONCENTRACOES (ug/)

. Muitos produtos quimicos encontram-se presentes no meio aquatico, inclusive nas dguas residuais, a muito baixas

concentracdes (ug/l). Nessas concentracdes, nio podem, provavelmente, constituir substratos primdrios para o cresci-
mento bacteriano, mas é maior a probabilidade de se decomporem como substratos secunddrios, em competicdo com
uma vasta gama de compostos de carbono de ocorréncia natural. A decomposi¢io desses produtos ndo se adapta, pois,
ao modelo descrito no apéndice 6. Existem vdrios modelos suscetiveis de serem aplicados e, nas condigdes inerentes
aos sistemas de tratamento de dguas residuais, pode utilizar-se mais de um sistema em simultaneo. E necessirio
prosseguir a investigagdo com vista a elucidar esta questdo.

. Entretanto, pode seguir-se o procedimento descrito no texto principal (capitulo C.10-A), mas apenas no respeitante a

biodegradabilidade primdria, utilizando uma gama adequada de baixas concentracdes (< 100 pg/l) e um procedimento
analitico validado. A percentagem de biodegradagdo pode ser calculada (ponto 54 do método de ensaio) tendo em
conta os processos abidticos (adsor¢do, volatilidade etc.). Nyholm e seus colaboradores (1)(2) realizaram um estudo
utilizando um ciclo de 4 h num sistema "enchimento-esvaziamento", tendo comunicado a obtencdo de constante de
pseudo-primeira ordem para cinco produtos quimicos adicionados a um efluente sintético (5 a 100 pg/l). No caso da
biodegradabilidade final, podem utilizar-se substincias marcadas com '*C. A descricio deste procedimento excede o
ambito do presente método de ensaio, dado ndo existirem ainda procedimentos aprovados, embora tenha sido
propols4to um método (ISO 14592 (3)) que contém orientacdes para a utilizagdo de produtos quimicos marcadas
com C.

Ensaio SCAS

. Posteriormente, foi proposto um ensaio mais simples, em duas fases (4)(5)(6); o método semi-continuo das lamas

ativadas (semi-continuous activated sludge - SCAS) ¢é seguido de ensaios cinéticos curtos com amostras colhidas nas
unidades SCAS. Contrariamente ao método de ensaio original C.12, o sistema SCAS funciona com caudais conhecidos
de remogdo de lamas e utiliza dguas residuais sintéticas OCDE ou dguas residuais domésticas. Em virtude da varia-
bilidade do pH e da reduzida decantabilidade das lamas, as dguas residuais sintéticas sio modificadas por adi¢io de
tampdo de fosfatos, extrato de levedura, cloreto de ferro (Ill) e quantidades vestigiais de sais, sendo a sua CQO
aumentada para cerca de 750 mg/l através do refor¢o da concentragio de peptona e extrato de carne. As unidades
funcionam num ciclo de 24 h: arejamento durante 23 h, remogdo das lamas, decantac¢io, remogdo do sobrenadante
(efluente) seguida de adigdo das dguas residuais sintéticas com o produto quimico em estudo, até perfazer 100 pgfl,
(aproximadamente a mesma concentragdo utilizada no ensaio curto). Uma vez por semana, 10 % das lamas totais
substituem-se por lamas recentes, para manter o equilibrio da populacio microbiana.

. Determinan-se as concentra¢des inciais e finais do produto quimico em estudo no inicio e no final da fase de

arejamento, prosseguindo-se o ensaio até se alcangar uma remocdo constante do profuto quimico, o que pode levar
de uma semana a vdrios meses.

Ensaio curto

. Efetua-se um ensaio curto (p.ex., oito horas) para determinar a constante cinética de pseudo-primeira ordem para a

eliminagdo do produto quimico em estudo em lamas ativadas com origens e historiais conhecidos mas diferentes. So
colhidas, nomeadamente, amostras de lamas dos reatores SCAS, no termo de um periodo de arejamento (em que a
concentra¢do de substrato organico é baixa), num ensaio de aclimatagdo (pontos 3 e 4). Podem também recolher-se
lamas de uma unidade SCAS paralela ndo exposta ao produto quimico em estudo, para fins comparativos. Procede-se
ao arejamento de misturas de lamas e do produto quimico em estudo, adicionado em duas ou mais concentracdes na
gama 1-50 pg/l, sem dguas residuais sintéticas ou outro substrato organico. O produto quimico em estudo remanes-
cente na solugdo é determinado a intervalos regulares (p.ex. de hora a hora), consoante a sua degradabilidade, por um
periodo ndo superior a 24 h. As amostras sdo centrifugadas antes de sujeitas a andlise adequada.

Célculos

. Os dados das unidades SCAS sdo utilizados para calcular a percentagem de remocdo do produto quimico em estudo

(ponto 54). Por outro lado, a constante média de velocidade, K;, (corrigida para ter em conta a concentragio de
solidos em suspensdo) pode ser calculada do seguinte modo:

K, — 1/t‘ln% “1/88(1/g h)

em que

t = tempo de arejamento (23 h)

. = concentragdo no final do periodo de arejamento (ugfl)

; = concentragdo no inicio do arejamento (ugfl)

SS = concentra¢do de sélidos nas lamas ativadas (g/l)

. No ensaio curto, o logaritmo da concentracdo percentual remanescente é representado em funcdo do tempo; o declive

da parte inicial (10-50 % de degradagdo) da curva é equivalente a K;, constante de pseudo-primeira ordem. Esta é
corrigida para ter em conta a concentragdo de sélidos nas lamas dividindo o declive por esta Gltima concentracdo. Os
resultados comunicados devem incluir pormenores relativos as concentra¢des iniciais de produto quimico em estudo e
de solidos em suspensdo, ao tempo de retengdo das lamas, a origem e a carga destas e, se pertinente, a exposicdo
prévia ao produto quimico em estudo.



19.3.2014

Jornal Oficial da Unido Europeia

L 81/173

Variabilidade dos resultados

8. A variabilidade, juntamente com outros aspetos da cinética da biodegradagdo, foi debatida num semindrio recente da
SETAC (7). Esses estudos, realizados ou projetados, permitirdio uma visdo mais clara da cinética dos processos nas
estagdes de tratamento de dguas residuais, tendo em vista uma melhor interpretacio dos dados existentes e propor
modelos mais adequados para os futuros métodos de ensaio.

REFERENCIAS

(1) Nyholm N., Jacobsen B.N., Pedersen B.M., Poulsen O., Dambourg A., Schultz B. (1992). Removal of micropollutants
in laboratory activated sludge reactors. Biodegradability. Wat. Res. 26: 339-353.

(2) Jacobsen B.N., Nyholm N., Pedersen B.M., Poulsen O., Ostfeldt P. (1993): Removal of organic micropollutants in
laboratory activated sludge reactors under various operating conditions: Sorption. Wat. Res. 27: 1505-1510.

(3) ISO 14592 (ISOJTC 147/SC5/WG4, N264) (1998). Water Quality - Evaluation of the aerobic biodegradability of
organic compounds at low concentrations in water.

(4) Nyholm N., Ingerslev F., Berg U.T., Pedersen ].P., Frimer-Larsen H. (1996): Estimation of kinetic rate constants for
biodegradation of chemicals in activated sludge waste water treatment plants using short-term batch experiments and
pg/l range spiked concentrations Chemosphere 33 (5): 851-864.

(5) Berg U.T., Nyholm N. (1996): Biodegradability simulation Studies in semi-continuous activated sludge reactors with
low (ng/l range) and standard (ppm range) chemical concentrations. Chemosphere 33 (4): 711-735.

(6) Danish Environmental Protection Agency: (1996). Activated sludge biodegradability simulation test. Environmental
Project, No. 337. Nyholm, N. Berg, U.T. Ingerslev, F. Min. of Env. and Energy, Copenhagen.

(7) Biodegradation kinetics: Generation and use of data for regulatory decision making (1997): Workshop realizado em
Port Sunlight, Reino Unido. Eds. Hales, SG. Feitjel, T. King, H. Fox, K., Verstracte, W. 4-6 Set. 1996. SETAC- Europe,
Bruxelas.

C.10-B: Biofilmes

INTRODUCAO

1. Em geral, os ensaios de simulacdo aplicam-se a produtos quimicos ndo aprovados num ensaio de rastreio da
biodegradabilidade imediata [capitulo C.4, A a F, do presente anexo (9)], mas aprovados num ensaio de biode-
gradabilidade inerente. Excecionalmente, os ensaios de simulacdo podem também aplicar-se a qualquer produto
quimico em relagdo ao qual sejam necessirias mais informagdes, em especial produtos quimicos produzidas em
grandes quantidades, para o que se recorre, em geral, a um ensaio de lamas ativadas (C.10-A). Em alguns casos,
contudo, sdo necessdrias informagdes especificas sobre o comportamento de um produto quimico com a
aplicacdo de métodos de tratamento de dguas residuais com recurso a biofilmes, nomeadamente filtros percola-
dores ou biolégicos, contratores rotativos biologicos e leitos fluidizados. Para tal, foram desenvolvidos varios
dispositivos.

2. Gerike et al. (1) utilizaram filtros biolégicos de grandes dimensdes, a escala-piloto, em modo interligado. Estes
filtros ocupam muito espago e necessitam de volumes relativamente elevados de dguas residuais, sintéticas ou
ndo. Truesdale et al. (2) descreveram um sistema que utiliza filtros mais pequenos (6 pés x 6 polegadas de
didmetro), alimentados com dguas residuais naturais isentas de tensioativos, mas que requerem, mesmo assim,
volumes elevados. Podem ser necessirias 14 semanas para a "maturacdo" de um bifilme e 4 a 8 semanas
adicionais, ap6s a primeira introducdo do tensioativo em estudo, para que se registe aclimatacdo.

3. Baumann et al. (3) desenvolveram um filtro muito mais pequeno de poliéster "aveludado" previamente embebido
em lama ativada (suporte inerte). O produto quimico em estudo constitui a tnica fonte de carbono; a biode-
gradabilidade ¢ avaliada através de determina¢des do carbono organico dissolvido (COD) no afluente e no
efluente, bem como da quantidade de CO, nos gases libertados.

4. Gloyna et al. (4) utilizaram uma abordagem radicalmente diferente, tendo inventado o reator tubular rotativo.
Procedeu-se a cultura de um biofilme na superficie interna do tubo rotativo, mediante passagem de afluente
introduzido no topo do tubo, inclinado num angulo ligeiro relativamente a horizontal. O reator foi utilizado para
estudar a biodegradabilidade dos tensioativos (5), bem como para investigar a espessura 6tima do biofilme e a
difusdo através do mesmo (6). Posteriormente, estes autores introduziram aperfeicoamentos no reator, alterando-
-0, nomeadamente para poderem determinar o CO, nos gases libertados.
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5. O reator tubular rotativo foi desenvolvido pelo Standing Committee of Analysts (Reino Unido) como método-
-padrdo para avaliar a biodegradabilidade de produtos quimicos (7) e a tratabilidade e toxicidade das dguas
residuais (8). O método que se descreve tem como vantagens a simplicidade, a compacidade, a reprodutibilidade
e a necessidade de quantidades relativamente baixas de meio organico.

PRINCIPIO DO METODO

6. As dguas residuais, sintéticas ou domésticas, e o produto quiimico em estudo, simples ou em mistura, entram em
contacto com a superficie interna de um tubo rotativo ligeiramente inclinado. Assiste-se a formacio, na superficie
interna, de uma camada de microrganismos semelhante a que se observa nos biofiltros. As condi¢des de
funcionamento do reator sdo escolhidas de forma a proporcionarem uma elimina¢do adequada da matéria
organica e, se necessdrio, a oxidagdo do ido amoénio.

7. Recolhe-se o efluente do tubo, que é decantado efou filtrado antes da determinacdo do COD efou do produto
quimico em estudo por um método especifico. As unidades de controlo que ndo utilizam o produto quimico em
estudo funcionam em paralelo, nas mesmas condicdes, para fins comparativos. Considera-se que a diferenca entre
as concentra¢des de COD nos efluentes das unidades de ensaio e de controlo ¢ devida ao produto quimico em
estudo e aos seus metabolitos organicos. Esta diferenga é comparada com a concentra¢do do produto quimico em
estudo adicionado (expressa em COD), para o cdlculo da eliminacdo deste.

8. Em principio, é possivel distinguir-se a biodegradacio da bioadsor¢do através de um exame cuidadoso da curva
eliminagdo versus tempo. Em geral, pode obter-se a confirmacdo por recurso a um ensaio de biodegradagio rdpida
(consumo de oxigénio ou produgdo de didxido de carbono), utilizando um indculo aclimatado colhido, no final
do ensaio, nos reatores nos quais foi adicionado o produto quimico em estudo.

INFORMACOES SOBRE O PRODUTO QUIMICO EM ESTUDO

9. A pureza, a solubilidade em dgua, a volatilidade e as caracteristicas de adsor¢do Do produto quimico devem ser
conhecidas, a fim de permitir a interpretacdo correta dos resultados.

10. Em geral, os produtos quimicos voldteis e pouco soliveis ndo podem ser testados, salvo se forem tomadas
precaucdes especiais (ver o capitulo C.10-A, apéndice 5). A estrutura quimica ou, pelo menos, a férmula
empirica, devem também ser conhecidas para o cdlculo dos valores tedricos efou a confirmagio dos valores
medidos dos parametros, como, por exemplo, a caréncia tedrica de oxigénio (CTeO) e o COD.

11. O facto de se dispor de informagdes sobre a toxicidade do produto quimico em estudo para os microrganismos
(ver o capitulo C.10-A, apéndice 4) pode ser til para selecionar concentragdes de ensaio adequadas e pode ser
essencial para a interpretacdo correta de valores baixos de biodegradacio.

NIVEIS-LIMITE

12. No passado, os tensioativos tinham de apresentar uma biodegradacdo primdria de, pelo menos, 80 %, para que os
produtos pudessem ser comercializados. Para percentagens inferiores, pode recorrer-se ao presente ensaio de
simulagdo (confirmagdo) e o tensioativo s6 pode ser comercializado se remover mais de 90 % do produto
quimico em causa. Com a generalidade dos produtos quimicos, ndo se coloca a questdo de exceder ou de
ndo atingir a percentagem de remogdo obtida, que pode ser utilizada no célculo aproximado da concentragdo
ambiental provével a utilizar na avaliagdo dos riscos dos produtos quimicos. Numa série de estudos de produtos
quimicos puros, observou-se uma percentagem de remogdo de COD superior a 90 % em mais de trés quartos das
amostras ¢ superior a 80 % em mais de 90 % das produtos que revelaram um grau significativo de biodegra-
dabilidade.

SUBSTANCIAS DE REFERENCIA

13. A fim de garantir a execugdo correta do processo experimental, ¢ importante submeter a ensaios ocasionais
substancias de referéncia de comportamento conhecido. Essas substincias incluem o dcido adipico, o 2-fenilfenol,
o 1-naftol, o 4cido difénico e o dcido 1-naftdico.

REPRODUTIBILIDADE DOS RESULTADOS DOS ENSAIOS

14. Um laboratério no Reino Unido obteve os valores de 3,5 % para o desvio-padréo relativo intra-ensaios e de 5 %
para o mesmo pardmetro inter-ensaios (7).

DESCRICAO DO METODO
Equipamento
Reatores tubulares rotativos

15. O dispositivo (ver figuras 1 e 2 no apéndice 8) é constituido por um conjunto de tubos acrilicos, cada um dos
quais com 30,5 cm de comprimento e 5 cm de didmetro interno, suportados por rodas revestidas com borracha
num suporte metdlico. Cada tubo tem um entalhe exterior, com cerca de 0,5 cm de profundidade, para encaixe
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nas rodas; a superficie interna é endurecida com um fio de 1a grosseira e existe um rebordo com 0,5 cm de
profundidade na extremidade superior (alimentagdo) para reter o liquido. Os tubos estdo inclinados num angulo
de aproximadamente um grau em relagdo a horizontal, de forma a proporcionar o tempo de contacto necessario
quando o meio de ensaio é introduzido num tubo limpo. As rodas revestidas com borracha rodam por agdo de
um motor de velocidade lenta ajustdvel. A temperatura dos tubos é controlada por instalacio num comparti-
mento com temperatura constante.

16. Introduzindo cada reator tubular num tubo ligeiramente maior, tapado, e assegurando a impermeabilidade gasosa
das vedacoes, é possivel recolher numa solucio alcalina o CO, libertado, para posterior determinagio (6).

17. Durante 24 horas, introduz-se em cada tubo meio organico, se for caso disso com o produto quimico em estudo,
armazenado num recipiente de 201 (a) (ver a figura 2). Se necessério, a solucdo do produto quimico em estudo
pode ser introduzida separadamente. Cada recipiente de armazenagem apresenta, junto do fundo, um orificio do
qual sai um tubo de um material adequado (por exemplo, de borracha de silicone), que, passando por uma
bomba peristéltica (b), se liga a um tubo adutor de vidro ou de um material acrilico, o qual se liga 2-4 cm acima
da extremidade mais elevada (de alimentagdo) do tubo inclinado (C). O efluente sai pela extremidade inferior do
tubo inclinado, sendo recolhido noutro recipiente de armazenagem (D). E decantado ou filtrado antes da andlise.

Dispositivo de filtragdo-centrifugagdo

18. Dispositivo de filtragdo das amostras com filtros de membrana de porosidade adequada (didmetro nominal da
abertura: 0,45 m), que adsorva produtos quimicos orgdnicos soldveis ou liberte uma quantidade minima de
carbono organico. Caso se utilizem filtros que libertem carbono organico, lavéd-los cuidadosamente com dgua
quente, para eliminar o carbono organico lixividvel. Em alternativa, pode utilizar-se uma centrifugadora que
produza 40 000 m/s.

19. Equipamento analitico para a determinagdo dos seguintes pardmetros:
— COD/carbono orgénico total (COT) ou caréncia quimica de oxigénio (CQO),
— produto quimico especifico (por HPLC, cromatografia em fase gasosa, etc.), se necessario,
— pH, temperatura, acidez, alcalinidade,

— amonio, nitritos e nitratos, se os ensaios forem executados em condigdes de nitrificagdo.

Agua

20. Agua da rede de abastecimento, com menos de 3 mg/l de COD.
21. Agua destilada ou desionizada, com menos de 2 mg/l de COD.

Meio organico

22. Podem ser utilizadas como meio organico dguas residuais sintéticas, dguas residuais domésticas ou uma combi-
nac¢do de ambas. Foi demonstrado que a utilizagdo de dguas residuais domésticas simples origina com frequéncia
uma maior percentagem de remogdo de COD em unidades de lamas ativadas, permitindo mesmo a biodegra-
dacdo de alguns produtos quimicos que ndo sofrem biodegradagio quando se utiliza o efluente sintético OCDE.
Recomenda-se, pois, a utilizagdo de dguas residuais domésticas. Determinar a concentracdo de COD (ou a CQO)
de cada novo lote de meio orgdnico. Deve conhecer-se a acidez ou a alcalinidade deste. Se a acidez ou a
alcalinidade do meio organico for baixa, pode ser necessdrio adicionar-lhe um tampio adequado (hidrogenocar-
bonato de sédio ou hidrogenofosfato de potdssio), para manter o pH no reator a cerca de 7,5 £ 0,5, durante o
ensaio. A quantidade de solugdo-tampdo e o momento em que ¢é adicionada devem ser decididos caso a caso.

Aguas residuais sintéticas

23. Dissolver. por litro de dgua da torneira: 160 mg de peptona; 110 mg de extrato de carne; 30 mg de ureia; 28 mg
de hidrogenofosfato dipotdssico anidro (K,HPO,); 7 mg de cloreto de sédio (NaCl); 4 mg de cloreto de célcio di-
-hidratado (CaCl,.2H,0); 2 mg de sulfato de magnésio hepta-hidratado (MgSO,4.7H,0). O efluente sintético OCDE
constitui um exemplo e proporciona uma concentracdo média de COD no afluente de cerca de 100 mg/l. Em
alternativa, podem utilizar-se composi¢des mais proximas das das dguas residuais em estudo, com uma concen-
tragdo idéntica de COD. O efluente sintético, numa forma concentrada, pode ter por base dgua destilada, e ser
armazenado a cerca de 1°C durante uma semana, no mdximo. Se necessdrio, diluir com dgua da rede de
abastecimento (embora este meio ndo seja satisfatério — por exemplo, a concentragdo de azoto é muito elevada
e o teor de carbono relativamente baixo —, ndo foram sugeridas alternativas melhores, exceto a adi¢do de mais
fosfato, no tampéo, ¢ de uma quantidade suplementar de peptona).
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Aguas residuais domésticas

24. Utilizar dguas residuais recentemente decantadas, recolhidas diariamente numa instalagio de tratamento que
processe predominantemente esgotos domésticos. A amostra deve ser recolhida da conduta de alimentacdo do
tanque de decantag¢do primdria, ou da conduta de alimentacio da instalacio de lamas ativadas, e ter a menor
quantidade possivel de particulas grosseiras. As dguas residuais podem ser utilizadas apds terem sido armazenadas
durante vérios dias a cerca de 4 °C, caso apresentem provas de que o COD (ou a CQO) ndo baixou significa-
tivamente (ou seja, mais de 20 %) durante a armazenagem. A fim de limitar perturbagdes do sistema, o COD (ou
a CQO) de cada novo lote deve ser ajustado, antes da utilizagdo, para um valor constante, por exemplo, através
de diluicio com dgua da rede de abastecimento.

Lubrificante

25. Para a lubrificacio dos rolos da bomba peristdltica, podem utilizar-se glicerol ou azeite; ambos sdo adequados
para utilizagdo com tubos de borracha de silicone.

Solugdes-mae do produto quimico em estudo

26. Se a solubilidade dos produtos quimicos for adequada, preparar solug¢des-mie de reserva de concentra¢des
adequadas (por exemplo, 1 a 5 g/l) em dgua desionizada, ou na fragdo mineral do efluente sintético. No caso
de produtos quimicos insoliiveis, ver o apéndice 5 do capitulo C.10-A. Este método ndo ¢ aplicdvel a produtos
quimicos voldteis sem alteracdes dos reatores tubulares (ponto 16). Determinar o COD e o COT da solugdo-mde,
repetindo as medigdes para cada novo lote. Se a diferenca entre o COD e o COT for superior a 20 %, verificar a
solubilidade em dgua do produto quimico em estudo. Comparar com o valor nominal o COD ou a concentragio
do mesmo produto determinados por andlise especifica da solucio-mae, de forma a averiguar se a recuperagdo é
suficiente (em geral, deve ser superior a 90 %). Verificar, em especial no caso das dispersdes, se o COD pode ou
ndo ser utilizado como pardmetro analitico, ou se é necessario utilizar uma técnica analitica especifica para o
produto quimico em causa. No caso das dispersdes, é necessdrio proceder a centrifugacdo das amostras. Para cada
novo lote, determinar o COD, a CQO ou o produto quimico em estudo por meio de uma andlise especifica.

27. Determinar o pH da solugdo-mde. A ocorréncia de valores extremos indica que a adicdo do produto quimico
pode influenciar o pH das lamas ativadas no sistema de ensaio. Neste caso, neutralizar a solugdo de reserva com
pequenas quantidades de dcido ou de base, de forma a obter um pH de 7,0 0,5, evitando, contudo, a
precipitacdo do produto quimico em estudo.

PROCEDIMENTO
Preparagdo do meio orgdnico para determinagdo

28. Assegurar que os recipientes do afluente e do efluente, bem como a conduta entre o primeiro e o segundo, sio
bem limpos, de forma a eliminar qualquer proliferacio de flora microbiana antes do ensaio e durante o mesmo.

29. Preparar o efluente sintético (ponto 23) diariamente, a partir dos sélidos ou da solugdo-mde concentrada, por
dilui¢do adequada com édgua da rede de abastecimento. Medir, numa proveta, a quantidade necesséria e adicionar
a um recipiente limpo destinado a receber o afluente. Se necessdrio, juntar também a quantidade necessdria de
solucdo-mée do produto quimico em estudo e da substancia de referéncia ao efluente sintético, antes de efetuar a
diluicdo. Se for mais prético, ou necessirio para evitar perdas do produto quimico em estudo, preparar separa-
damente uma solugdo diluida desta em estudo num recipiente especifico e aduzi-la aos tubos inclinados através
de uma bomba doseadora.

30. Em alternativa (e de preferéncia), utilizar dguas residuais domésticas decantadas (ponto 24) recolhidas diariamente,
se possivel.

Funcionamento dos reatores tubulares rotativos

31. Para a determinagdo de um produto quimico em estudo, sdo necessdrios dois reatores tubulares idénticos,
montados num compartimento a temperatura constante (em geral, 22 * 2 °C).

32. Ajustar as bombas peristdlticas para um caudal de 250 £ 25 ml/h do meio organico (sem o produto quimico em
estudo) para os tubos inclinados, que se fazem rodar a 18 + 2 rpm. Lubrificar (ponto 25) os tubos de bombagem
no inicio, bem como, periodicamente, ao longo do ensaio, de modo a assegurar o seu bom funcionamento e
prolongar a sua vida dtil.

33. Ajustar o angulo de inclinagdo dos tubos relativamente a horizontal, de forma a obter um tempo de permanéncia
adequado das matérias nos tubos limpos de 125 * 12,5. Estimar o tempo de retencdo, adicionando a matéria-
-prima um marcador ndo bioldgico (p.ex. NaCl ou um corante inerte): 0 tempo necessdrio para atingir a
concentracdo maxima no efluente é considerado o tempo médio de retencio (se estiver presente uma quantidade
maxima de filme, o tempo de retengdo pode aumentar até cerca de 30 min).

34. Os referidos caudais, velocidades e tempos sdo aqueles que se verificou conduzirem a taxas de eliminagdo
adequadas (> 80 %) de COD ou CQO ¢ a producdo de efluentes nitrificados. Se a taxa de eliminagdo for
insuficiente, ou se pretender simular o desempenho de uma determinada estacio de tratamento, o caudal deve
ser alterado. Neste caso, ajustar o caudal de adicdo do meio organico até o desempenho do reator ser equivalente
ao da estacdo de tratamento.
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Inoculagdo

35. Se forem utilizadas dguas residuais sintéticas, a inoculagio proprocionada pelo ar ambiente pode ser bastante para
iniciar a proliferacdo dos microrganismos; se tal ndo for o caso, adicionar 1 ml/l de dguas residuais decantadas a
fonte de alimentacdo, durante 3 dias.

Medigdes

36. Verificar regularmente se os caudais e as velocidades de rotacdo se encontram dentro dos limites requeridos.
Determinar também o pH do efluente, em especial se for previsivel a ocorréncia de nitrificacdo.

Amostragem e andlise

37. O método, os padrdes e a frequéncia da amostragem sdo escolhidos de acordo com o objetivo do ensaio. Colher,
por exemplo, amostras pontuais do afluente e do efluente, ou colher amostras durante um periodo mais longo,
por exemplo, 3-6 h. No primeiro periodo (sem o produto quimico em estudo), colher amostras duas vezes por
semana. Filtrar as amostras com membranas ou centrifugar a cerca de 40 000 m/s? durante cerca de 15 minutos
(ponto 18). Pode ser necessario decantar as amostras efou filtra-las com um filtro grosseiro antes da filtragdo com
membrana. Determinar o COD, ou a CQO, pelo menos em duplicado, bem como, se necessirio, a CBO, o
amoénio e os nitritos/nitratos.

38. As andlises devem ser efetuadas o mais rapidamente possivel apds a colheita e a preparacdo das amostras. Se for
necessario adiar a realizagdo das andlises, armazenar as amostras a cerca de 4 °C, na obscuridade, em garrafas
hermeticamente fechadas. Se as amostras tiverem de ser armazenadas por um periodo superior a 48 horas,
conservé-las por congelagdo, acidificagdio ou por adi¢io de uma substancia toxica, por exemplo, 20 ml/l de
solugdo a 10 g/l de cloreto de merctirio (II). Assegurar que a técnica de conservagdo nio influencia os resultados
da andlise.

Periodo de desenvolvimento

39. Neste perfodo, a superficie do biofilme aumenta até atingir uma espessura 6tima, o que leva, geralmente, cerca de
2 semanas, ndo devendo exceder seis semanas. A eliminagdo de COD ou de CQO (ponto 44) aumenta até atingir
um valor estaciondrio. Quando tiver sido atingida a fase de patamar, registando-se em valor equivalente em
ambos os tubos, seleciona-se um destes como testemunha para o resto do ensaio, durante o qual o seu
desempenho deverd permanecer constante.

Introdugdo do produto quimico em estudo

40. Adicionar ao outro reator, nesta fase, o produto quimico em estudo na concentragdo requerida, geralmente da
ordem de 10-20 mg C/[l. O reator de controlo continua a processar apenas o meio organico.

Periodo de aclimatacio

41. Continuar a realizar duas vezes por semana a andlise do COD ou da CQO; caso se pretenda avaliar a biode-
gradabilidade primdria, medir também a concentra¢io do produto quimico em estudo através de um método de
andlise especifico. Prever de uma a seis semanas (ou, em condi¢des especiais, um periodo mais longo) para a
aclimatagdo, na sequéncia da introdugdo do produto quimico em estudo. Quando a percentagem de remocido
(pontos 43-45) atingir um valor mdximo, obter 12-15 valores vélidos na fase de patamar durante cerca de trés
semanas, para avaliacio da percentagem de remocdo média. Considera-se o ensaio concluido quando for obtido
um nivel de eliminagdo suficientemente elevado. A duracio do ensaio ndo deve, em geral, exceder 12 semanas
ap6s a adi¢do do produto quimico em estudo.

Eliminagdo de crostas do filme

42. A eliminacdo stbita de grandes quantidades de filme em excesso dos tubos (crostas) ocorre a intervalos relati-
vamente regulares. Para garantir que a comparabilidade dos resultados ndo é afetada, os ensaios devem abranger,
pelo menos, dois ciclos completos de cultura e eliminagdo de crostas.

DADOS E RELATORIOS

Tratamento dos resultados

43. Calcular a percentagem de remocdo do prpoduto quimico em estudo, em termos de COD ou de CQO, para cada
avaliagdo programada, por recurso a equacio:

D, = 100 [C, — (E — E/C, %

em que

D,

Cs

% de elimina¢do do COD ou da CQO no instante t

concentracdo de DOC (ou COD) no afluente devida ao produto quimico em estudo, estimada, de prefe-
réncia, a partir da concentragdo, em mg/l, da solu¢do-mie e do volume desta adicionado;
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[e2]
1}

valor medido de COD ou CQO no efluente em estudo, no instante t (mg/l)

Eo

valor medido de COD ou CQO no efluente em estudo, no instante t (mg/l)
Repetir o cdlculo para a substancia de referéncia, se tiver sido utilizada.

Desempenho do reator-testemunha

44. O grau de eliminagdo (Dg) de COD ou de CQO do meio organico da unidade de controlo é uma informacéo ttil
para avaliar a atividade de biodegradagdo do biofilme durante o ensaio. Calcular a percentagem de eliminagdo por
recurso & equagio:

Dy = 100 (1 — EJC,) %
em que
Cm = COD ou CQO do meio organico no afluente de controlo (mg/l)

45. Calcular a remogdo (Dgp) do produto quimico em estudo, se determinada por um método analitico especifico, em
cada instante, com base na equacio:

DST = 100 (1 — S,/S) %

em que
S; = concentragio medida ou (de preferéncia) estimada do produto quimico em estudo no afluente (mg/l)
S. = concentragio medida ou estimada do produto quimico em estudo no efluente, no instante t (mg/l)

Se o método de andlise conduzir a um valor positivo nas lamas inalteradas, equivalente a S. mg/l, calcular a
percentagem de eliminagdo (Dgc) com base na seguinte equagio:

DSC = 100 (S; — Se + SJ/(S; + S %

Apresentagio dos resultados do ensaio

46. Tragar o gréfico da percentagem de eliminagdo, D, (ou Dgc) e Dgr, se for o caso, em funcdo do tempo (ver o
capitulo C.10-A, apéndice 2). Considerar a média (arredondada ao ndimero inteiro mais préximo) e o desvio-
-padrdo dos valores dos 12-15 valores de Dy (e de Dgr, se disponiveis) obtidos na fase de patamar como a
percentagem de remogdo do produto quimico em estudo. A forma da curva de eliminagdo permite tirar algumas
conclusdes quanto aos processos de remogao.

Adsorcio

47. Caso se observe uma elevada remogdo de COD do produto quimico em estudo no inicio do ensaio, o produto
em causa ¢, provavelmente, removido por adsor¢io no biofilme. Esta suposicdo pode ser comprovada determi-
nando a quantidade de produto adsorvido nos sélidos removidos do filme. Nao é comum que a eliminacdo do
COD das substancias adsorviveis permaneca elevada ao longo do ensaio; em geral, observa-se um elevado grau de
eliminagdo no inicio, que baixa progressivamente para um valor de equilibrio. Contudo, se a substincia em
estudo adsorvida tiver causado a aclimatagdo da flora microbiana, a eliminacdo do seu COD poderd aumentar
posteriormente, estabilizando-se em valores elevados.

Fase de laténcia

48. Muitos produtos quimicos em estudo passam por uma fase de laténcia, antes de ocorrer a biodegradagio
completa, nomeadamente nos ensaios estdticos de rastreio. Na fase de laténcia, ocorre a aclimatacio ou adaptagdo
das bactérias responsaveis pela degradagio, ndo se observando praticamente qualquer remogdo do produto; a
proliferacdo das bactérias inicia-se em seguida. Esta fase termina, considerando-se que se inicia a fase de de-
gradacdo, quando for removida cerca de 10 % da quantidade inicial de produto quimico em estudo (apds a
adsorgdo, caso ocorra). Em geral, a fase de laténcia é muito varidvel e pouco reprodutivel.

Fase de patamar

49. A fase de patamar da curva de eliminacdo de um ensaio continuo é definida como a fase em que ocorre a
degradagdo mdxima. Deve durar, pelo menos, 3 semanas, durante as quais se devem determinar cerca de 12-15
valores validos.
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Grau de remocdo médio do produto quimico em estudo

50. Calcular o valor médio a partir dos valores de eliminagdo (D, e Dy, se disponivel) obtidos para o produto quimico
em estudo na fase de patamar. O grau de remocdo do produto quimico em estudo é arredondado ao nimero
inteiro mais proximo (1 %). Recomenda-se também o cdlculo do intervalo de confianca de 95 % do valor médio.
Calcular do mesmo modo o grau médio (D) de eliminagdo do meio organico no recipiente de controlo.

Indicagdo da biodegradacio

51. Se o produto quimico em estudo ndo for adsorvido de forma significativa pelo biofilme e a curva de eliminacio
tiver a forma caracteristica de uma curva de biodegradagdo com fases de laténcia, degradacio e patamar (pontos
48 e 49), a eliminagdo determinada pode ser atribuida com seguranca a biodegradacdo. Se ocorrer uma elevada
remocdo inicial, o ensaio de simulacdo ndo permite distinguir os processos de eliminacdo bioldgicos dos
abidticos. Nesses casos, e noutros casos em que existam dividas quanto a biodegradagdo (por exemplo, se
ocorrer separacdo), analisar o produto quimico em estudo adsorvido em amostras do filme ou efetuar mais
ensaios estdticos de rastreio da biodegradabilidade com base em pardmetros que comprovem claramente os
processos bioldgicos. Esses ensaios devem consistir em métodos baseados no consumo de oxigénio (capitulo
C.4 do presente anexo D, E e F) (9) ou num teste que meca a produgdo de CO, (capitulo C.4-C do presente
anexo, ou 0 método headspace) (10); utilizar como inodculo biofilme pré-exposto proveniente do reator adequado.

52. Se tiverem sido determinadas a remoc¢do do COD e a eliminacdo de substancias especificas, a ocorréncia de
diferencas significativas entre as percentagens (primeiro valor superior ao segundo) indicam a presenca nos
efluentes de substincias organicas intermedidrias cuja degradagdo pode ser mais dificil. Estas substancias devem
ser objeto de investigagdo.

Validade dos resultados
53. Considerar o ensaio vélido se o grau de eliminagdio do COD (ou de CQO) (Dg) nas unidades de controlo for

superior a 80 % apds 2 semanas de funcionamento sem se observarem ocorréncias relevantes.

54. Se a substancia de referéncia utilizada apresentar uma biodegradabilidade "facil", o grau de biodegradagdo deve
ser > 90 % ¢ a diferenca entre os duplicados ndo deve exceder 5 %. Caso estes dois critérios ndo sejam satisfeitos,
rever os procedimentos experimentais efou utilizar dguas residuais domésticas de outra origem.

55. Do mesmo modo, as diferencas entre os valores de biodegradacio das unidades em duplicado (se utilizadas) que
processem um produto quimico em estudo ndo devem divergir em mais de 5 %. Se este critério ndo for
respeitado, mas a eliminagdo permanecer elevada, prosseguir a andlise por um periodo de mais trés semanas.
Se a eliminagdo for baixa, investigar os efeitos inibidores do produto quimico em estudo, caso ndo sejam
conhecidos, e repetir o ensaio com uma concentragdo inferior do produto, se possivel.

Relatério do ensaio

56. O relatério do ensaio deve incluir as seguintes informacdes:
Produto quimico em estudo:
— dados de identificagdo,
— natureza fisica e, quando pertinente, propriedades fisico-quimicas.
Condicdes de ensaio:
— quaisquer alteracdes ao sistema de ensaio, especialmente se forem utilizadas fragdes insoltveis ou voldteis,
— tipo de meio organico,
— proporcdo e natureza das eventuais dguas residuais provenientes de industrias, se conhecidas,
— método de inoculagio,

— solugdo-mde do produto quimico em estudo — COD (carbono organico dissolvido) e COT (carbono organico
total); forma de preparacdo, caso se trate de uma suspensdo; concentracio(des) de ensaio utilizada(s), justi-
ficando eventuais desvios em relacdo & gama 10-20 mg/l de COD; método de adicdo; data da primeira adi¢do;
quaisquer alteragdes da concentracdo,
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— tempo médio de retencdo hidrdulica (sem prolifera¢do); velocidade de rotagdo do tubo; angulo de inclinacio
aproximado, se possivel,

— pormenores sobre formagdo de crostas; tempo e intensidade,
— temperatura, ou gama de temperaturas, de ensaio,

— técnicas de andlise utilizadas.

Resultados do ensaio:

— todos os valores medidos (COD, CQO, andlises especificas, pH, temperatura, substancias azotadas, se for caso
disso),

— todos os valores calculados dos pardmetros D, (ou D), Dy, Dg,, na forma de quadro e a partir das curvas de
eliminagdo,

— informagdes sobre as fases de laténcia ¢ de patamar, a duragdo do ensaio, o grau de eliminagdo do produto
quimico em estudo, da substancia de referéncia (se utilizada) e do meio orgdnico na unidade de controlo,
juntamente com dados estatisticos e conclusdes sobre a biodegradabilidade e a validade do ensaio,

— discussdo dos resultados.
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Apéndice 8

Figura 1

Tubos rotativos
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Figura 2

Diagrama das operagdes
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A: Tanque de alimentagio

B: Bomba peristéltica

C: Tubo rotativo

D: Recipiente de recolha do efluente

DEFINICOES

Substancia em estudo: qualquer substancia ou mistura a qual seja aplicado o presente método de ensaio.

Produtos quimicos: De notar que o termo "chemical", amplamente utilizado nos acordos UNCED e documentos poste-
riores, abrange substancias, produtos, misturas, preparacdes ou quaisquer outros termos utilizados em sistemas existentes
para denotar abrangéncia.»

10) Sio aditados os capitulos C.27, C.28, C.29 e C.30:

«C.27. ENSAIO DE TOXICIDADE EM QUIRONOMfDEOS NUM SISTEMA SEDIMENTOS-AGUA COM
SEDIMENTOS ENRIQUECIDOS

INTRODUCAO

1. O presente método de ensaio é equivalente ao Test Guideline TG 218 da OCDE (2004). Foi concebido para
avaliar os efeitos nas larvas dos dipteros de dgua doce Chironomus sp., que vivem nos sedimentos, de uma
exposicdo prolongada a determinados produtos quimicos. Baseia-se nos atuais protocolos de ensaios de toxici-
dade para as espécies Chironomus riparius e Chironomus tentans que foram desenvolvidos na Europa (1)(2)(3) e na
América do Norte (4)(5)(6)(7)(8) e foram sujeitos a um ensaio interlaboratorial (1)(6)(9). Pode também utilizar-se
outras espécies de quironomideos bem documentadas, como a Chironomus yoshimatsui (10)(11).

2. O cendrio de exposicdo utilizado neste método de ensaio passa pelo enriquecimento dos sedimentos na subs-
tancia em estudo. A selecdo do cendrio de exposi¢do adequado depende da finalidade do ensaio. A adigdo da
substancia em estudo aos sedimentos tem por objetivo simular a acumulacio de produtos quimicos persistentes
nos sedimentos. Este sistema de exposicdo utiliza um sistema de ensaio sedimentos-dgua no qual os sedimentos
foram enriquecidos no produto quimico em estudo.

3. As substancias a ensaiar com organismos que vivem nos sedimentos persistem, em geral, neste compartimento
durante longos periodos. A exposicdo dos referidos organismos pode ter lugar por vérias vias. A importincia
relativa de cada via de exposicdo, bem como o tempo de contribui¢do de cada uma delas para os efeitos téxicos
globais, depende das propriedades fisico-quimicas do produto quimico em causa. No caso de substancias
fortemente adsorventes (por exemplo, com log K., > 5) ou de substancias ligadas aos sedimentos por ligacdes
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covalentes, a ingestdo de alimentos contaminados pode constituir uma via de exposi¢do significativa. Para ndo
subestimar a toxicidade das substincias altamente lipdfilas, pode ponderar-se a utilizagdo de alimentos adicio-
nados aos sedimentos antes da aplicacdo da substdncia em estudo. De forma a ter em conta todas as vias de
exposi¢do potenciais, o presente método de ensaio focaliza-se na exposi¢do a longo prazo. A duracdo do ensaio
é de 20 a 28 dias para C. riparius e C. yoshimatsui ¢ de 28 a 65 dias para C. tentans. Se forem necessédrios dados a
curto prazo para uma finalidade especifica (por exemplo, para investigar os efeitos de um produto quimico), é
possivel utilizar replicados adicionais, a remover apds dez dias.

4. Os parametros medidos sdo o nimero total de individuos adultos emergidos e o tempo necessdrio para tal. Se
forem necessarios dados adicionais a curto prazo, recomenda-se que as determinacdes da sobrevivéncia e do
crescimento das larvas apenas sejam efetuadas apés um periodo de dez dias, recorrendo aos replicados adicionais
que se justifiquem.

5. Recomenda-se a utilizacio de sedimentos formulados. Estes apresentam vdrias vantagens relativamente aos
sedimentos naturais:

— a variabilidade experimental é reduzida porque os sedimentos constituem uma matriz "normalizada" repro-
dutivel, eliminando-se a necessidade de encontrar fontes de sedimentos limpos e ndo contaminados,

— os ensaios podem ser iniciados em qualquer momento, eliminando-se assim a variabilidade sazonal dos
sedimentos ensaiados, ndo havendo necessidade de pré-tratar os sedimentos para remover a fauna indigena; a
utilizacdo de sedimentos formulados reduz também o custo associado a colheita no terreno de quantidades
suficientes de sedimentos para os ensaios de rotina,

— a utilizagdo de sedimentos formulados permite ainda efetuar comparagdes de toxicidade e classificar as
substancias em conformidade.

6. Definem-se no apéndice 1 alguns conceitos utilizados.

PRINCIPIO DO METODO

7. Sdo expostas larvas de quironomideos do primeiro estddio larvar a uma gama de concentracdes do produto
quimico em estudo em sistemas sedimentos-dgua. Os sedimentos sdo enriquecidos na substincia em estudo,
sendo as larvas do primeiro estddio larvar subsequentemente introduzidas em copos de ensaio nos quais as
concentragdes de sedimentos e da dgua foram estabilizadas. A emergéncia de quironomideos e as respetivas taxas
de desenvolvimento sio medidas no final do ensaio. Se necessério, a sobrevivéncia e o peso das larvas podem
também ser determinados decorridos 10 dias, utilizando os replicados adicionais que se justifiquem. Os dados
sdo analisados por recurso a um modelo de regressio, de forma a estimar a concentragio que causaria uma
reducdo de x% na emergéncia, na sobrevivéncia ou no crescimento das larvas (por exemplo, CE;5, CEsy, etc.), ou
utilizando hipéteses estatisticas, para determinar o NOEC/LOEC. Este dltimo método exige a comparagio de
valores que produzem efeitos com valores de controlo, por recurso a testes estatisticos.

INFORMACOES SOBRE A SUBSTANCIA EM ESTUDO

8. Devem ser conhecidas a solubilidade em dgua e a pressio de vapor da substancia em estudo, bem como a
particio nos sedimentos medida ou calculada e a estabilidade na dgua e nos sedimentos. Para a quantificacio da
substancia em estudo na dgua sobrenadante, na dgua dos poros e nos sedimentos, deve dispor-se de um método
analitico fidvel, com exatiddo e limite de detecdo conhecidos e documentados. A férmula estrutural e o grau de
pureza da substancia constituem igualmente informagdes tteis. O comportamento quimico da substancia em
estudo (p. ex.: dissipacdo, degradacdo abidtica ou bidtica, etc.) é também uma informagdo importante. Para mais
orientagdes sobre o ensaio de substincias cujas propriedades fisico-quimicas dificultam a realizacdo dos ensaios,
consultar a referéncia bibliografica (12).

PRODUTOS QUIMICOS DE REFERENCIA

9. Pode testar-se periodicamente produtos quimicos de referéncia com o objetivo de garantir a fiabilidade do
protocolo e das condi¢des de ensaio. As seguintes substancias constituem exemplos de substincias téxicas de
referéncia utilizadas com éxito em ensaios interlaboratoriais e em estudos de validacio: lindano, trifluralina,
pentaclorofenol, cloreto de cddmio e cloreto de potdssio (1)(2)(5)(6)(13).

VALIDADE DO ENSAIO

10. Um ensaio é considerado vélido se forem cumpridas as seguintes condigdes:
— a emergéncia nos controlos deve ser de, pelo menos, 70 % no final do ensaio (1)(6),

— a emergéncia de individuos adultos das espécies C. riparius e C. yoshimatsui nos recipientes de controlo deve
ocorrer 12 a 23 dias apés a inser¢do destas espécies nos recipientes; no caso da C. tentans, é necessdrio um
perfodo de 20 a 65 dias,
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— no final do ensaio, devem determinar-se o pH e a concentragdo de oxigénio dissolvido em cada recipiente. A
concentragdo de oxigénio deve ser de, pelo menos, 60 % do valor da saturagdo com ar (VSA) a temperatura
utilizada e o pH da dgua sobrenadante deve estar compreendido entre 6 e 9, em todos os recipientes de
ensaio,

— a temperatura da dgua ndo deve variar mais de + 1,0 °C. Esta temperatura pode ser controlada numa sala
isotérmica, caso em que a temperatura ambiente deve ser confirmada a intervalos adequados.

DESCRICAO DO METODO
Recipientes de ensaio

11. O estudo € realizado em copos de vidro de 600 ml, com 8 cm de didmetro. Pode utilizar-se outros recipientes,
devendo contudo assegurar-se uma espessura adequada da dgua sobrenadante e dos sedimentos. A superficie dos
sedimentos deve proporcionar 2 a 3 cm? por cada larva. O récio entre a espessura da camada de sedimentos e a
espessura da dgua sobrenadante deve ser de 1:4. Os recipientes de ensaio e o restante equipamento que entre em
contacto com o sistema de ensaio devem ser exclusivamente de vidro ou de outro material quimicamente inerte
(p- ex. Teflon).

Selecdo das espécies

12. A espécie a utilizar de preferéncia no ensaio é a Chironomus riparius. A espécie Chironomus tentans também ¢é
adequada, mas é mais dificil de manipular e exige um perfodo de ensaio mais longo. Pode igualmente utilizar-se
a Chironomus yohimatsui. O apéndice 2 apresenta informagdes sobre os métodos de cultura de Chironomus riparius.
Estio também disponiveis informacdes sobre as condi¢des de cultura das espécies Chironomus tentans (4) e
Chironomus yoshimatsui (11). A identidade das espécies deve ser confirmada antes do ensaio, exceto no caso
de organismos provenientes de uma cultura interna do laboratério.

Sedimentos

13. Devem ser utilizados, de preferéncia, sedimentos formulados (também chamados sedimentos reconstituidos,
artificiais ou sintéticos). Contudo, se forem utilizados sedimentos naturais, estes devem ser caracterizados (pelo
menos pH e teor de carbono organico, recomendando-se a determinagio de outros pardmetros, tais como a
razio C|N e a granulometria) e devem estar isentos de qualquer contaminacdo e de outros organismos que
possam competir com os quironomideos ou consumi-los. Recomenda-se igualmente que, antes de ser utilizados
num ensaio de toxicidade em quironomideos, os sedimentos naturais sejam acondicionados durante sete dias em
condi¢des semelhantes as do ensaio subsequente. Recomenda-se que sejam utilizados no presente ensaio
(1)(15)(16) sedimentos formulados com a seguinte composigdo, baseada na do solo artificial utilizado no método
C.8 (14):

a) 4-5 % (massa seca) de turfa: pH tdo proximo quanto possivel do intervalo 5,5-6,0; ¢ importante utilizar turfa
em po, finamente moida (granulometria das particulas < 1 mm), unicamente seca ao ar;

b) 20 % (massa seca) de argila caulinitica, de preferéncia com teor de caulinite superior a 30 %;

¢) 75-76 % (massa seca) de areia quartzitica, com predominancia de areia fina com mais de 50 % de particulas
de granulometria compreendida entre 50 e 200 pm;

d) A quantidade de dgua desionizada necessdria para que o teor de humidade da mistura final se situe na gama
30-50 %;

¢) A quantidade de carbonato de cdlcio (CaCO5) quimicamente puro necessdria para ajustar o pH da mistura
final dos sedimentos a 7,0 £ 0,5. O teor de carbono organico da mistura final deve ser de 2% + 0,5 %,
devendo ser ajustado por recurso a quantidades adequadas de turfa e areia, em conformidade com as alineas
a) e ¢).

14. As origens da turfa, da argila caulinitica e da areia devem ser conhecidas. Deve verificar-se a auséncia de
contaminagdo quimica (p. ex., metais pesados, compostos organoclorados, compostos organofosforados, etc.)
nos componentes dos sedimentos. No apéndice 3, apresenta-se um exemplo de preparagio de sedimentos
formulados. Uma mistura de componentes secos também ¢ aceitdvel caso se demonstre que, apés a adigdo
da dgua sobrenadante, ndo ocorre separagio de componentes dos sedimentos (por exemplo, particulas de turfa
flutuantes) e que a turfa ou os sedimentos estdo suficientemente acondicionados.

Agua

15. Qualquer dgua com as caracteristicas quimicas de uma dgua de diluido aceitdvel enunciadas nos apéndices 2 ¢ 4
¢ adequada para o ensaio. Para a cultura e o ensaio, pode utilizar-se qualquer dgua adequada, dgua natural
(superficial ou subterrdnea), dgua reconstituida (ver o apéndice 2) ou dgua da rede de abastecimento desclorada,
desde que os quironomideos nela sobrevivam durante todo o periodo de cultura e de ensaio sem evidenciarem
sinais de stress. No inicio do ensaio, o pH da dgua de ensaio deve estar compreendido entre 6 ¢ 9 e a dureza total
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da dgua, expressa em CaCOj3, ndo deve exceder 400 mg/l. No entanto, caso se suspeite de uma interagdo entre os
ides responsdveis pela dureza e a substincia em estudo, deve utilizar-se uma dgua de dureza inferior (nessa
eventualidade, o meio Elendt M4 ndo pode ser utilizado). Deve utilizar-se 0 mesmo tipo de dgua em todo o
estudo. As caracteristicas de qualidade da dgua enumeradas no apéndice 4 devem ser determinadas pelo menos
duas vezes por ano, ou sempre que se suspeite que tenham mudado significativamente.

Solugdes-mide — sedimentos enriquecidos

16. O enriquecimento dos sedimentos na concentragdo escolhida é geralmente efetuado por adicdo direta de uma
solugdo da substancia em estudo. Com o auxilio de um moinho de rolos ou de um misturador de alimentos, ou
manualmente, adiciona-se aos sedimentos formulados uma solucdo-mée da substincia em estudo, dissolvida em
dgua desionizada. Se a substancia for pouco solivel em dgua, pode ser dissolvida num volume tdo baixo quanto
possivel de um solvente organico adequado (por exemplo, hexano, acetona ou cloroférmio). Seguidamente, esta
solucdo é misturada com 10 g de areia quartzitica fina por recipiente de ensaio. Deixa-se evaporar o solvente até
a sua eliminagdo total da areia; adiciona-se, entdo, esta & quantidade adequada de sedimentos por cada copo de
ensaio. Para solubilizar, dispersar ou emulsionar a substincia em estudo apenas podem utilizar-se agentes de facil
volatilizacdo. Ao preparar os sedimentos, importa ter em conta a areia associada a substincia em estudo e a
mistura de areia (ou seja, utiliza-se menos areia na preparacdo dos sedimentos). Deve ter-se o cuidado de
assegurar que a substancia em estudo adicionada aos sedimentos se encontra total e uniformemente distribuida
nestes. Se necessdrio, podem analisar-se subamostras, a fim de determinar o grau de homogeneidade.

PLANEAMENTO DO ENSAIO

17. O planeamento do ensaio consiste na escolha do niimero e dos intervalos das concentracdes de ensaio, do
ntmero de recipientes para cada concentragdo e do nimero de larvas por recipiente. Descreve-se de seguida o
método de estimativa dos pontos CE e do NOEC, bem como de realizacdo de ensaios do limite.

Andlise por regressio

18. As concentracdes testadas no ensaio deverdo incluir as concentragdes as quais se observam efeitos (por exemplo,
CE,5 e CEsq) e abranger a gama de concentragdes para as quais o efeito da substancia em estudo ¢ significativo.
De modo geral, é possivel melhorar a exatiddo e, em especial, a validade das estimativas das concentragdes que
produzem efeitos (CE,) se essas concentragdes se situarem na gama de concentragdes ensaiadas. Devem evitar-se
extrapolagdes muito abaixo da concentragio positiva mais baixa ou acima da concentragio mais elevada. E til
efetuar um ensaio exploratdrio preliminar para a escolha da gama de concentragdes a utilizar no ensaio (ver o
ponto 27).

19. Caso se pretenda estimar uma CE,, devem ser utilizados, pelo menos, cinco concentragdes e trés replicados de
cada concentragdo. Em qualquer caso, para obter uma boa estimativa, é aconselhdvel ensaiar um ndmero
suficiente de concentracdes. O fator entre as concentracdes ndo deve ser superior a dois (se a curva de resposta
a dose tiver um declive reduzido). Pode reduzir-se o nimero de replicados de cada concentracdo se for
aumentado o nimero de concentracdes de ensaio com respostas diferentes. O aumento do niimero de replicados
ou a redugdo dos intervalos entre concentragdes produz, em geral, intervalos de confianca mais estreitos. Caso se
pretenda estimar a sobrevivéncia e o crescimento das larvas a 10 dias, é necessdrio utilizar mais replicados.

Estimativa de NOEC/LOEC

20. Caso se pretenda estimar o NOEC ou o LOEC, devem ensaiar-se cinco concentragdes com, pelo menos, quatro
replicados, ndo devendo o fator entre as concentragdes ser superior a dois. O niimero de replicados deverd ser
suficiente para garantir a possibilidade estatistica de detetar de forma adequada uma diferenga de 20 % relati-
vamente ao controlo, com um grau de significincia de 5 % (p = 0,05). No respeitante as taxas de desenvolvi-
mento, é geralmente adequada uma andlise de varidncia (ANOVA), como o teste de Dunnett ou o teste de
Williams (17)(18)(19)(20). Quanto a taxa de emergéncia, podem utilizar-se os testes de Cochran-Armitage, o
teste exato de Fisher (com a corre¢do de Bonferroni) ou o teste de Mantel-Haentzal.

Ensaio do limite

21. Caso ndo sejam detetados efeitos no ensaio exploratério preliminar de selecdo das concentracdes, pode proceder-
-se a um ensaio do limite (uma concentragdo de ensaio e uma de controlo). O objetivo consiste em realizar um
ensaio numa concentragdo suficientemente elevada para permitir aos decisores excluir a possibilidade de efeitos
toxicos da substancia em estudo, sendo o limite fixado a uma concentragdo cuja ocorréncia ndo se prevé em
caso algum. Recomenda-se a utilizagdo de 1 000 mg/kg (massa seca). Em geral, sio necessarios, pelo menos, seis
replicados dos organismos expostos ¢ de controlo. Deve comprovar-se existir a possibilidade estatistica de detetar
de forma adequada uma diferenga de 20 % relativamente ao controlo, com um grau de significancia de 5 % (p =
0,05). No que respeita ao efeito nas taxas de desenvolvimento e na massa, o teste t ¢ um método estatistico
adequado se os dados cumprirem os requisitos do teste (normalidade e varidncias homogéneas). Se estes
requisitos ndo forem preenchidos, pode utilizar-se um teste t de variancia desigual ou um teste ndo paramétrico,
como o de Wilcoxon-Mann-Whithey. No que respeita a taxa de emergéncia, o teste exato de Fisher é adequado.
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PROCEDIMENTO
Condicdes de exposicio
Preparagio do sistema sedimentos enriquecidos-dgua

Na aplicacdo da substancia em estudo, recomenda-se o procedimento de enriquecimento descrito no método de
ensaio C.8: "Toxicidade em relacdo as minhocas" (14). Coloca-se nos recipientes os sedimentos enriquecidos,
adicionando-se dgua sobrenadante de forma a obter uma razdo volimica sedimentos-dgua de 1:4 (ver os pontos
11 e 15). A espessura da camada de sedimentos deve situar-se na gama 1,5-3 cm. Para evitar a separagdo de
componentes dos sedimentos e a ressuspensio de materiais finos durante a criagdo da coluna de dgua, os
sedimentos podem ser cobertos, enquanto a dgua é vertida, com um disco de pléstico que se remove imedia-
tamente depois. Podem também utilizar-se outros dispositivos.

Os recipientes de ensaio devem ser cobertos (por exemplo, com placas de vidro). Se necessdrio, o nivel inicial de
dgua pode ser reposto durante o ensaio, para compensar a evaporagdo. Para tal, deve utilizar-se dgua destilada ou
desionizada, de modo a evitar a acumulacdo de sais.

Estabilizagio

Quando estiverem preparados os sedimentos enriquecidos e a fase aquosa sobrenadante, é conveniente permitir a
parti¢do da substincia em estudo entre a fase aquosa e os sedimentos (3)(4)(6)(13). A parti¢do deve ocorrer, de
preferéncia, as condigdes de temperatura e arejamento utilizadas no ensaio. O tempo necessario para atingir o
equilibrio depende dos sedimentos e do produto quimico, podendo variar de algumas horas a vdrios dias e
mesmo, em casos raros, a 4 ou 5 semanas. Dado que, nesse periodo, muitos produtos quimicos sdo passiveis de
sofrer degradagdo, ndo se espera até o equilibrio total ser alcangado, recomendando-se a adogdo de um periodo
de equilibrio de 48 horas. No final deste periodo, deve medir-se a concentracdo da substancia em estudo na dgua
sobrenadante, na dgua dos poros e nos sedimentos, pelo menos no caso da concentragio médxima e de uma
concentragdo menor (ver o ponto 38). Estas determinagdes analiticas da substincia em estudo permitem o
célculo do balan¢o de massas e a expressdo dos resultados com base nas concentragdes medidas.

Introdugdo dos organismos em estudo

Quatro a cinco dias antes da introducdo dos organismos em estudo nos recipientes de ensaio, devem colher-se
aglomerados de ovos das culturas e colocd-los em pequenos recipientes com o meio de cultura. Pode utilizar-se
meio proveniente da cultura-mée ou um meio recentemente preparado. Neste tiltimo caso, importa adicionar ao
meio de cultura uma pequena quantidade de alimentos, como, por exemplo, algas verdes e/ou algumas gotas de
filtrado de uma suspensdo de alimento para peixes finamente moido (ver o apéndice 2). Apenas devem ser
utilizados aglomerados de ovos de postura recente. Normalmente, as larvas comecam a eclodir alguns dias apds
a postura dos ovos (2 a 3 dias, a 20 °C, no caso das Chironomus riparius, ¢ 1 a 4 dias no caso das Chironomus
tentans, a 23 °C, e das Chironomus yoshimatsui, a 25 °C); o crescimento das larvas ocorre em quatro estddios
larvares, cada um com a duracdo de 4 a 8 dias. Utilizar no ensaio larvas do primeiro estddio larvar (2-3 ou 1-4
dias apds a eclosio). O estddio larvar dos insetos pode, eventualmente, ser verificado por exame da largura da
cépsula cefilica (6).

Com o auxilio de uma pipeta embotada, coloca-se aleatoriamente vinte larvas do primeiro estddio larvar em cada
recipiente de ensaio contendo os sedimentos enriquecidos e a dgua. O arejamento da dgua tem de ser suspenso
durante a colocagdo das larvas nos recipientes de ensaio, assim permanecendo nas 24 horas subsequentes a esta
operacdo (ver os pontos 25 e 32). Consoante o tipo de ensaio realizado (ver os pontos 19 e 20), o nimero de
larvas por concentracio deve ser, no minimo, de 60, no caso de estimativas de pontos CE, e de 80, no caso das
determinacdes de NOEC.

Concentragdes de ensaio

Pode ser util efetuar um ensaio exploratério para a determinacdo da gama de concentragdes a utilizar no ensaio
definitivo. Para o efeito, recorre-se a uma série de concentragdes espagadas da substincia em estudo. Garantindo
que a densidade de quironomideos por unidade de superficie seja idéntica a utilizada no ensaio definitivo, os
quironomideos sdo expostos a cada concentra¢io da substincia em estudo por um perfodo que permita uma
estimativa das concentracdes de ensaio adequadas, ndo sendo necessirios replicados.

As concentracdes a utilizar no ensaio definitivo sido decididas com base nos resultados do ensaio exploratério.
Devem ser utilizadas pelo menos cinco concentragdes, selecionadas do modo descrito nos pontos 18 a 20.

Controlos

Deve utilizar-se no ensaio um niimero adequado de recipientes de controlo sem a substancia em estudo, mas
com os sedimentos (ver os pontos 19-20). Caso se recorra a um solvente para a incorporagdo da substincia em
estudo (ver o ponto 16), deve efetuar-se um controlo utilizando sedimentos com solvente.
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Sistema de ensaio

Sdo utilizados sistemas estdticos. Em casos excecionais, pode utilizar-se sistemas semiestdticos ou sistemas de
escoamento com renovagdo intermitente ou continua da dgua sobrenadante, por exemplo, se as caracteristicas de
qualidade da dgua se tornarem inadequadas ao organismo em estudo ou afetarem o equilibrio quimico (isto ¢, se
os teores de oxigénio dissolvido baixarem demasiado, se a concentragdo de produtos de excrecdo aumentar
demasiado, se ocorrer lixiviagio de minerais dos sedimentos que afete o pH efou dureza da dgua, etc.). Deve
preferir-se, contudo, o recurso a outros métodos para melhorar a qualidade da dgua sobrenadante, como o
arejamento, que ¢, em geral, suficiente.

Alimentagdo

£ necessario alimentar as larvas, de preferéncia diariamente ou, no minimo, trés vezes por semana. Utilizar
alimento para peixes (suspensdo em dgua ou finamente moido, por exemplo, Tetra-Min or Tetra-Phyllou; ver
pormenores no apéndice 2); a quantidade de 0,25-0,5 mg (0,35-0,5 mg no caso de C. yoshimatsui) por larva e dia
afigura-se adequada para as larvas jovens, nos primeiros 10 dias. Ap6s este perfodo, pode ser necessiria uma
quantidade ligeiramente superior: 0,5-1 mg por larva e dia deve bastar para o resto do ensaio. A ragdo alimentar
deve ser reduzida a todos os organismos expostos e aos controlos caso se observe crescimento flngico ou se
verifique mortalidade nos controlos. Se ndo for possivel impedir o crescimento fiingico, deve repetir-se o ensaio.
Quando se estuda substancias fortemente adsorventes (por exemplo, com log K, > 5) ou substancias ligadas aos
sedimentos por ligagdes covalentes, a quantidade de alimentos necessdria para assegurar a sobrevivéncia e o
crescimento natural dos organismos pode ser adicionada aos sedimentos formulados, antes do periodo de
estabilizagdo. Para esse fim, devem ser utilizados matérias vegetais em vez de alimentos para peixes; a titulo
de exemplo, 0,5 % (massa seca) de folhas finamente moidas de espécies como a urtiga comum (Urtica dioeca), a
amoreira (Morus alba), o trevo branco (Trifolium repens), o espinafre (Spinacia oleracea) ou outras matérias de
origem vegetal (Cerophyl ou a-celulose).

Condicdes de incubacio

O arejamento ligeiro da dgua sobrenadante nos recipientes de ensaio deve iniciar-se, de preferéncia, 24 horas
ap6s a introducdo das larvas, prosseguindo ao longo de todo o ensaio (deve evitar-se que a concentragio de
oxigénio dissolvido baixe para valores inferiores a 60 % do VSA). O arejamento ¢ efetuado por intermédio de
uma pipeta de Pasteur de vidro, fixada 2-3 cm acima da camada de sedimentos (caudal: uma ou poucas bolhas
por segundo). No ensaio de produtos quimicos volateis, pode optar-se por ndo arejar o sistema sedimentos-dgua.

O ensaio ¢ realizado a temperatura constante (20 °C = 2 °C). No caso das espécies C. tentans e C. yoshimatsui, as
temperaturas recomendadas sdo 23 °C e 25 °C (+ 2 °C), respetivamente. Utiliza-se um periodo de irradiacio de
16 horas, com uma intensidade luminosa de 500 a 1 000 lux.

Duragdo da exposicio

A exposicdo comeca com a introdugdo das larvas nos recipientes enriquecidos e nos recipientes de controlo. A
duracdo méxima da exposicdo ¢ de 28 dias para a C. riparius ¢ a C. yoshimatsui e de 65 dias para a C. tentans. Se
os insetos emergirem precocemente, pode por-se termo ao ensaio, no minimo, cinco dias apds a emergéncia do
dltimo individuo adulto nos recipientes de controlo.

Observacoes
Emergéncia

Determina-se o tempo de desenvolvimento e o nimero total de insetos machos e fémeas totalmente emergidos.
Os machos sdo facilmente identificados pelas suas antenas plumosas.

Os recipientes de ensaio devem ser observados pelo menos trés vezes por semana, a fim de apreciar visualmente
qualquer comportamento anormal (por exemplo, saida dos sedimentos, natagio anormal) em relacio aos
recipientes de controlo. Durante o periodo de emergéncia previsto, é necessrio proceder a contagem didria
dos insetos emergidos. O sexo e o niimero de insetos totalmente emergidos sdo registados diariamente. Apds a
identificagdo, remove-se os insetos dos recipientes. Quaisquer aglomerados de ovos postos antes do termo do
ensaio devem ser registados e, de seguida, removidos, para evitar a reintrodugdo de larvas nos sedimentos.
Regista-se também o niimero de ninfas visiveis que ndo emergiram. O apéndice 5 contém orientagdes sobre a
mensuragdo da emergéncia.

Crescimento e sobrevivéncia

Se for necessario obter dados sobre a sobrevivéncia e o crescimento das larvas em dez dias, devem prever-se
recipientes de ensaio suplementares desde o inicio, para que possam ser utilizados posteriormente. Os sedimen-
tos destes recipientes sio passados por um crivo com abertura de malha de 250 pm, para reter as larvas. Os
critérios de morte sdo a imobilidade e a auséncia de reagdo a estimulos mecanicos. As larvas ndo recuperadas
devem também ser contadas como mortas (as larvas que morreram no inicio do ensaio podem ter sido
degradadas por micrébios). Determina-se a massa seca, isenta de cinzas, de larvas sobreviventes em cada
recipiente de ensaio, calculando-se a massa seca média por recipiente. E til determinar o estidio larvar das
larvas sobreviventes; para tal, pode recorrer-se & medi¢do da largura da cdpsula cefdlica de cada individuo.



L 81/188

Jornal Oficial da Unido Europeia

19.3.2014

38.

39.

40.

41.

42.

43,

44,

45.

46.

Determinacdes analiticas
Concentragdo da substdncia em estudo

Antes do inicio do ensaio (isto ¢, da introdu¢do das larvas), procede-se a colheita de amostras da massa de
sedimentos de, pelo menos, um recipiente por exposicdo, para a determinagdo analitica da concentracio da
substincia em estudo. Recomenda-se que sejam analisadas, no inicio (ver o ponto 24) e no final do ensaio, no
minimo, amostras da dgua sobrenadante, da dgua dos poros e dos sedimentos correspondentes a concentracio
mais elevada e a uma concentracdo inferior. Estas determinagdes da concentragio da substincia em estudo
proporcionam informagdes sobre o comportamento efou a particdio da mesma no sistema adgua-sedimentos.

Quando se efetuam medigdes intermédias (por exemplo, no 7.° dia) e a andlise necessita de amostras grandes que
ndo podem ser colhidas dos recipientes de ensaio sem influenciar o sistema em estudo, as determinagdes
analiticas devem ser realizadas com amostras colhidas de recipientes de ensaio suplementares tratados da mesma
forma (incluindo a presenca dos organismos em estudo), mas que ndo sdo alvo de observagdes bioldgicas.

A centrifugagdo a cerca de 10 000 g e 4 °C, durante 30 minutos, é o procedimento recomendado para isolar a
dgua intersticial. No entanto, caso se demonstre que a substancia em estudo ndo é adsorvida aos filtros, a
filtragem também € aceitdvel. Em alguns casos, se a amostra for demasiado pequena, poderd ndo ser possivel
analisar concentra¢des na dgua dos poros.

Pardmetros fisico-quimicos

O pH e a temperatura dos recipientes de ensaio devem ser medidos de forma adequada (ver o ponto 10). A
dureza e o ido amoénio devem ser medidos nos recipientes de controlo e num recipiente de ensaio com a
concentracio mais elevada, no inicio e no final do ensaio.

DADOS E RELATORIOS
Tratamento dos resultados

O objetivo deste ensaio consiste em determinar o efeito da substancia em estudo nas taxas de desenvolvimento e
no numero total de insetos machos e fémeas totalmente emergidos ou, no caso dos ensaios de 10 dias, os efeitos
na sobrevivéncia e no peso das larvas. Se ndo houver indicagio de sensibilidades estatisticamente diferentes entre
os sexos, os resultados relativos aos machos e as fémeas podem ser agrupados para efeitos de andlise estatistica.
As diferencas de sensibilidade entre os sexos podem ser avaliadas estatisticamente, por exemplo, recorrendo a
um ensaio de tabela de contingéncia y>-r x 2. Se necessario, determina-se a sobrevivéncia das larvas e a massa
seca por recipiente apds 10 dias.

As concentragdes com efeitos, expressas em relagdio a massa seca, sio calculadas de preferéncia a partir das
concentra¢des medidas nos sedimentos no inicio do ensaio (ver o ponto 38).

Para efetuar uma estimativa pontual do valor CEs, ou de qualquer valor CE,, podem equiparar-se os dados
estatisticos por recipiente aos de ensaios idénticos reais. No cdlculo de um intervalo de confianca para qualquer
valor CE,, importa ter em conta a variabilidade entre recipientes, ou deve demonstrar-se que essa variabilidade ¢
tdo reduzida que pode ser ignorada. Se o modelo for ajustado pelo método dos minimos quadrados, deve
aplicar-se uma transformagao aos dados estatisticos por recipiente, para melhorar a homogeneidade da variancia.
Contudo, os valores de CE, s6 devem ser calculados apds retransformagdo da resposta no valor inicial.

Se a anlise estatistica tiver por objetivo determinar o NOEC/LOEC utilizando hipdteses estatisticas, importa ter
em conta a variabilidade entre recipientes, por exemplo, aplicando um método ANOVA hierarquizado. Se ndo se
verificarem os pressupostos comuns do método ANOVA, testes mais robustos podem constituir uma alternativa
adequada (21).

Taxa de emergéncia

As taxas de emergéncia sdo dados de "tudo ou nada", que podem ser analisados através de um teste de Cochran-
-Armitage aplicado de forma regressiva, nos casos em que se prevé uma relagio mondtona entre a dose fornecida
e a resposta e os dados sdo compativeis com a previsdo. Caso contrdrio, pode recorrer-se a um teste exato de
Fisher ou a um teste de Mantel-Haentzal com valores p ajustados segundo o método de Bonferroni-Holm. Se,
para a mesma concentracdo, houver indicios de uma maior variabilidade entre replicados do que a sugerida por
uma distribui¢io binomial (frequentemente referida como variagdo "extrabinomial"), deve utilizar-se um teste
exato de Fisher ou um teste de Cochran-Armitage robusto, como proposto na referéncia 21.

Determina-se a soma dos insetos emergidos por recipiente, ne, que ¢ seguidamente dividida pelo nimero de
larvas nele introduzidas, n,:

ER = —
Ty
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em que:

ER = Taxa de emergéncia

=
1]

Namero de insetos emergidos no recipiente

n, = Numero de larvas introduzidas no recipiente

Uma alternativa mais adequada a amostras grandes, quando se regista variancia extrabinomial, consiste em
considerar a taxa de emergéncia uma resposta continua e aplicar procedimentos como o teste de William,
caso se preveja uma relagdio monétona entre a dose fornecida e a resposta, compativel com os dados de taxa de
emergéncia em causa. Por seu turno, o teste de Dunnett é adequado aos casos em que nio se regista uma relagio
mondtona. Neste contexto, uma amostra "grande" é definida como aquela em que o nimero total de insetos
emergidos e ndo emergidos é, em ambos os casos, superior a cinco por replicado (recipiente).

A aplicagdo de métodos ANOVA implica que os valores de taxa de emergéncia sejam sujeitos a uma trans-
formacdo de arco-seno da raiz quadrada ou a uma transformacdo de Tukey-Freeman, de forma a obter uma
distribuicdo aproximadamente normal e uniformizar as varidncias. Os testes de Cochran-Armitage, exato de
Fisher (Bonferroni) e Mantel-Haentzal podem ser aplicados quando se utilizam frequéncias absolutas. A trans-
formagdo de arco-seno da raiz quadrada consiste em calcular o inverso do seno (sin™') da raiz quadrada do valor
da taxa de emergéncia.

No respeitante as taxas de emergéncia, os valores de CE, sdo calculados por andlise de regressdo — por exemplo,
por recurso aos modelos probit (22), logit ou Weibull ou a programas informdticos comerciais adequados. Em
caso de fracasso da andlise de regressdo (por exemplo, se o niimero de respostas parciais for inferior a dois),
utilizam-se outros métodos ndo paramétricos, como a média mével ou a simples interpolagio.

Taxa de desenvolvimento

O tempo médio de desenvolvimento representa o tempo médio decorrido entre a introducdo das larvas (dia 0 do
ensaio) e a emergéncia da coorte experimental de insetos (para o cdlculo do tempo de desenvolvimento real, é
necessario ter em conta a idade das larvas no momento da introducdo). A taxa de desenvolvimento € o inverso
do tempo de desenvolvimento (unidade: 1/dia) e representa a quantidade de desenvolvimento larvar que ocorre
por dia. A taxa de desenvolvimento ¢ o pardmetro preferido para a avaliagdo destes estudos de toxicidade dos
sedimentos, dado que a sua varidncia é mais baixa que a do tempo de desenvolvimento, sendo também mais
homogénea e mais proxima da distribui¢do normal. Os testes paramétricos mais potentes estio mais adaptados a
taxa de desenvolvimento do que ao tempo de desenvolvimento. Considerando a taxa de desenvolvimento uma
resposta continua, os valores de CE, podem ser estimados por recurso a uma analise de regressdo — por exemplo,
como descrito em (23)(24).

No contexto dos testes estatisticos que se seguem, considera-se que o niimero de insetos observado no dia de
inspecdo x emergiu no ponto médio do intervalo de tempo compreendido entre o dia x e o dia x-d (d = duragdo
do intervalo de inspe¢do, em geral 1 dia). A taxa de desenvolvimento média por recipiente (¢ calculada com base
nas seguintes equagoes:

m
X= Z@

-1 M
em que:
X: Taxa de desenvolvimento média por recipiente
i: Indice do intervalo de inspegio
m: Nimero mdximo de intervalos de inspegdo
fi: Numero de insetos emergidos no intervalo de inspecdo i
: Nimero total de insetos emergidos no final do ensaio (= > f;)

Taxa de desenvolvimento dos insetos emergidos no intervalo i

1

(diai — h)
2

Xj =

em que:
dia;:
d;:

i

Dia da inspegdo (n.° de dias decorridos desde a introdugdo dos organismos)

Duragdo do intervalo de inspe¢do i (dias, em geral 1 dia)



L 81/190

Jornal Oficial da Unido Europeia

19.3.2014

52.

Relatério dos ensaios

O relatério dos ensaios deve incluir, no minimo, as seguintes informagdes:

Substdncia em estudo:

natureza fisica e, quando pertinente, propriedades fisico-quimicas (solubilidade na 4dgua, pressio de vapor,
coeficiente de particdo no solo — ou nos sedimentos, se disponivel —, estabilidade em 4gua, etc.),

dados de identificacdo quimica (denominac¢do comum, denominagdo quimica, férmula estrutural, niimero
CAS, etc.), incluindo o grau de pureza e o método analitico de quantificagdo da substancia.

Espécies utilizadas nos ensaios:

animais: espécie, nome cientifico, origem dos organismos e condi¢des de reproducio,
informacdes sobre o manuseamento dos aglomerados de ovos e das larvas,

idade dos animais quando introduzidos nos recipientes de ensaio.

Condigdes experimentais:

sedimentos utilizados, isto ¢, de origem natural ou formulados,

no caso dos sedimentos naturais, localizacdo e descricio do local de colheita, incluindo, se possivel, o
historial de contaminacdo; caracteristicas: pH, teor de carbono organico, razdo C/N e granulometria (se
pertinente),

preparacdo dos sedimentos formulados: ingredientes e caracteristicas (teor de carbono organico, pH, humi-
dade, etc., no inicio dos ensaios),

preparagdo da dgua para os ensaios, caso seja utilizada dgua reconstituida, e respetivas caracteristicas (con-
centracdo de oxigénio, pH, condutividade, dureza, etc., no inicio dos ensaios),

espessura dos sedimentos e da dgua sobrenadante,

volume de dgua sobrenadante e de dgua dos poros; massa do sedimento hiimido com e sem a dgua dos
poros,

recipientes de ensaio (material e dimensdes),

método de enriquecimento dos sedimentos: concentracdes de ensaio utilizadas, niimero de replicados e
solvente utilizado, se for o caso,

fase de estabilizacdo do sistema sedimentos enriquecidos-dgua: duragio e condigdes,

condigdes de incubagdo: temperatura, ciclo de luz e intensidade luminosa, arejamento (frequéncia e inten-

sidade),

informacdes pormenorizadas sobre a alimentagdo dos organismos, incluindo o tipo de alimentos, a prepa-
ragdo, a quantidade e o regime alimentar.

Resultados:

concentracdes de ensaio nominais, concentra¢des de ensaio medidas e resultados de todas as anilises
efetuadas para determinar a concentragdo da substancia em estudo nos recipientes de ensaio,

qualidade da dgua nos recipientes de ensaio (pH, temperatura, oxigénio dissolvido, dureza ¢ teor de ido
amonio),

renovacdo da dgua evaporada nos ensaios, se for o caso,

ntimero de insetos machos e fémeas emergidos por recipiente e dia,

ntmero de larvas que ndo originaram insetos, por recipiente,

massa seca média de larvas por recipiente e, se for caso disso, por estddio larvar,

percentagem de emergéncia por replicado e por concentragdo de ensaio (machos e fémeas no seu conjunto),
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— taxa média de desenvolvimento de insetos totalmente emergidos por replicado e por concentragdo de ensaio
(machos e fémeas no seu conjunto),

— estimativas de pardmetros de toxicidade, como, por exemplo, CEx (e os intervalos de confianga associados),
NOEC efou LOEC e métodos estatisticos utilizados para a determinacdo dos mesmos,

— discussdo dos resultados, incluindo qualquer influéncia nos resultados do ensaio decorrente de alteragdes
efetuadas ao presente método de ensaio.
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Apéndice 1
DEFINICOES
No ambito do presente método de ensaio, aplicam-se as seguintes defini¢des:

Sedimentos formulados ou reconstituidos, artificiais ou sintéticos: mistura de matérias utilizadas para simular os
componentes fisicos de sedimentos naturais.

Agua sobrenadante: dgua situada acima da superficie dos sedimentos, no recipiente de ensaio.
Agua intersticial ou dgua dos poros: dgua que ocupa o espaco entre as particulas de sedimentos e de solo.
Sedimentos enriquecidos: sedimentos aos quais foi adicionada a substancia em estudo.

Produto quimico em estudo: qualquer substincia ou mistura a qual seja aplicado o presente método de ensaio.
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10.

11.

Apéndice 2

Recomendacdes para a cultura de chironomus riparius

As larvas de Chironomus podem ser criadas em caixas de cristalizagdo ou recipientes de maiores dimensdes. Espalha-se
no fundo do recipiente areia quartzitica fina de modo a constituir uma camada fina com 5 a 10 mm de espessura.
Verificou-se que o kieselguhr (p. ex. Merck 8117) é também um substrato adequado; neste caso, pode utilizar-se uma
camada mais fina, da ordem de poucos milimetros. Adiciona-se de seguida uma coluna de varios centimetros de uma
dgua adequada. Se necessirio, os niveis de dgua podem ser repostos para compensar a evaporacio e evitar a
dessecagdo. A dgua pode ser substituida, se necessirio. Deve efetuar-se um arejamento ligeiro. Os recipientes de
criagdo das larvas devem ser mantidos em gaiolas adequadas, de forma a evitar fugas de adultos emergentes. A gaiola
deve ser suficientemente grande (no minimo, cerca de 30 x 30 x 30 cm), para permitir a enxameacdo dos adultos
emergidos, sem o que poderd ndo ocorrer copulagio.

As gaiolas devem ser mantidas a temperatura ambiente ou a uma temperatura constante de 20 + 2 °C, com um
periodo de luminosidade (cerca de 1 000 lux) de 16 horas e oito horas de escuriddo. Existem referéncias documentais
de que um teor de humidade relativa do ar inferior a 60 % pode impedir a reprodugao.

Agua de diluicio
Pode utilizar-se qualquer dgua natural ou reconstituida adequada. Utiliza-se em geral dgua de pogos, dgua da rede de
abastecimento desclorada e meios artificiais (por exemplo, meio Elendt M4 ou M7; ver abaixo). A dgua tem de ser

arejada antes da utilizagdo. Se necessdrio, a dgua das culturas pode ser renovada por vazamento ou sifonagem
cuidadoso da dgua dos recipientes de cultura, para ndo destruir os tubos das larvas.

Alimentacio das larvas

As larvas de Chironomus sdo alimentadas com cerca de 250 mg por recipiente e por dia de um alimento floculado
para peixes (Tetra Min®, Tetra Phyll® ou outra marca semelhante). Os alimentos podem ser administrados na forma
de um pé seco finamente moido ou de uma suspensdo em 4gua: adicionar 1,0 g de alimento floculado a 20 ml de
dgua de diluicdo e misturar de modo a obter uma mistura homogénea. Esta preparagdo pode ser administrada ao
caudal aproximado de 5 ml por recipiente e por dia (agitar antes da utilizagdo). Pode administrar-se as larvas de idade
superior uma maior quantidade de alimento.

A alimentagdo ¢ ajustada em funcio da qualidade da dgua. Se o meio de cultura se tornar turvo, deve reduzir-se a
alimentagdo. A administragdo de alimentos deve ser objeto de um registo minucioso. A escassez de alimentos
causaria migracdo das larvas para a coluna de dgua, enquanto uma alimentagdo demasiado rica aumentaria a atividade
microbiana e reduziria a concentragdo de oxigénio. Ambas estas condi¢des podem resultar numa redugio das taxas
de crescimento.

Ao preparar novos recipientes de cultura, podem também adicionar-se algumas células de algas verdes (por exemplo,
Scenedesmus subspicatus e Chlorella vulgaris).

Alimentacdo dos adultos emergidos

Alguns experimentadores sugeriram que um tampao de algoddo embebido numa solugio saturada de sacarose pode
servir de alimento para os adultos emergidos.

Emergéncia

A temperatura de 20 * 2 °C, os adultos comecam a emergir dos recipientes de criagio das larvas decorridos 13 a 15
dias. Os machos sdo facilmente distinguidos pelas suas antenas plumosas.

Aglomerados de ovos

Quando se encontrarem presentes adultos nas gaiolas de criacdo, deve verificar-se trés vezes por semana se ocorre a
deposi¢do de aglomerados gelatinosos de ovos nos recipientes de criagio das larvas. Se tal suceder, devem ser
removidos com cuidado e transferidos para uma pequena cdpsula com uma amostra da dgua de incubagdo. Os
aglomerados de ovos sdo utilizados para iniciar novas culturas noutros recipientes (p. ex., 2-4 aglomerados de ovos
por recipiente) ou em ensaios de toxicidade.

As larvas do primeiro estddio larvar devem eclodir decorridos 2-3 dias.

Preparagio de novos recipientes de cultura

Quando as culturas estiverem estabelecidas, deverd ser possivel preparar um novo recipiente de cultura de larvas por
semana, ou com uma frequéncia menor (consoante os requisitos dos ensaios), removendo os recipientes mais antigos
ap6s a emergéncia dos insetos adultos. O recurso a este sistema permite obter um aprovisionamento regular de
insetos adultos com uma gestdo minima.
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Preparacdo das solucdes de ensaio M4 e M7

12. O meio M4 foi descrito por Elendt (1990). O meio M7 é preparado do mesmo modo que o M4, exceto no que
respeita as substancias indicadas no quadro 1, cujas concentra¢des sdo quatro vezes inferiores as do meio M4.
Encontra-se em preparacdo um artigo sobre o meio M7 (Elendt, comunicagdo pessoal). A solucio de ensaio ndo
deve ser preparada em conformidade com as indicacdes de Elendt e Bias (1990), dado as concentragdes de Na-
Si03.5H20, NaNO3, KH2PO4 e K2HPO4 apresentadas para a preparagio das solucdes-mde ndo serem adequadas.

Preparacdo do meio M7

13. Cada solugdo-mde (I) é preparada individualmente, sendo preparada uma solu¢do-mie combinada (Il) a partir dessas
solugdes (I) (ver o quadro 1). O meio M7 ¢ preparado diluindo para 1 1, com dgua desionizada, 50 ml da solugdo-
-mde combinada (Il) e as quantidades de cada solucio-mae de macronutrientes indicadas no quadro 2. Prepara-se uma
solu¢do-mide de vitaminas juntando trés vitaminas a dgua desionizada, como indicado no quadro 3; adiciona-se
0,1 ml da solugdo-mie combinada de vitaminas ao meio M7 final pouco antes da utilizagdo (a solucdo-mée de
vitaminas ¢ armazenada por congelagdo, em pequenas aliquotas). O meio é arejado e estabilizado.

REFERENCIAS

BBA (1995). Long-term toxicity test with Chironomus riparius: Development and validation of a new test system. Editado
por M. Streloke e H.Kopp. Berlim, 1995.

Quadro 1
Solucdes-mie de elementos vestigiais para os meios M4 e M7
Para preparar a solucdo-mae
Quantidade combinada (II), misturar as seguintes C tracoes finai luco
(mg) diluida | quantidades (ml) de solugdes-mae (I) e oncen rzgoes n al(s n7ls) solugoes
Solugdes-mae (I) para 1 litro com | diluir para 1 litro com dgua desioni- ¢ ensaio (mg
dgua zada
desionizada
M4 M7 M4 M7

H;BO; (1) 57 190 1,0 0,25 2,86 0,715
MnCl, - 4 H,0 (1) 7 210 1,0 0,25 0,361 0,090
LiCl (1) 6120 1,0 0,25 0,306 0,077
RbCI (1) 1420 1,0 0,25 0,071 0,018
SrCl, - 6 H,O () 3040 1,0 0,25 0,152 0,038
NaBr (1) 320 1,0 0,25 0,016 0,004
Na,MoO, - 2 H,0 () 1260 1,0 0,25 0,063 0,016
CuCl, - 2 H,0 (Y) 335 1,0 0,25 0,017 0,004
ZnCl, 260 1,0 1,0 0,013 0,013
CaCl, - 6 H,0 200 1,0 1,0 0,010 0,010
KI 65 1,0 1,0 0,0033 0,0033
Na,SeO5 43,8 1,0 1,0 0,0022 0,0022
NH,VO, 11,5 1,0 1,0 0,00058 0,00058
Na,EDTA - 2 H,0 (1) (3 5000 20,0 5,0 2,5 0,625
FeSO, - 7 H,O(Y) (3 1991 20,0 5,0 1,0 0,249

(") Estas substancias sdo diferentes nos meios M4 e M7, como se indica no quadro.
(%) Estas solucdes sdo preparadas individualmente, misturadas e colocadas de imediato numa autoclave.
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Quadro 2
Solucdes-mie de macronutrientes para os meios M4 e M7
Quantidade de solugdes-mae
tidad ) diluid de macronutrientes adicionada [  Concentragdes finais nas
?lfirrlol ;);1 (;ﬂﬁa dlelsjiloiiS;JZ para preparar os meios M4 e | solucdes de ensaio M4 e M7
& M7 (mg/l)
(ml/)
CaCl, - 2 H,0 293 800 1,0 293,8
MgSO, - 7 H,O 246 600 0,5 1233
KCl 58 000 0,1 58
NaHCO; 64 800 1,0 64,8
NaSiO; - 9 H,0 50 000 0,2 10,0
NaNO; 2740 0,1 0,274
KH,PO, 1430 0,1 0,143
K,HPO, 1 840 0,1 0,184
Quadro 3

Solucdes-mie de vitaminas para os meios M4 e M7. As trés solugdes de vitaminas sdo combinadas para originar
uma dnica solu¢do-mie.

Quantidade (mg) diluida para
1 litro com dgua desionizada

Quantidade de solu¢do-mde de
vitaminas adicionada para
preparar os meios M4 e M7

Concentragdes finais nas
solugdes de ensaio M4 e M7

(mgfl)

(mlf)
Cloridrato de tiamina 750 0,1 0,075
Cianocobalamina (B12) 10 0,1 0,0010
Biotina 7,5 0,1 0,00075
REFERENCIAS
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Apéndice 3

PREPARA(;AO DOS SEDIMENTOS FORMULADOS
Composicio dos sedimentos

A composicdo dos sedimentos formulados deve ser a seguinte:

% da massa

Componente Caracteristicas .
seca dos sedimentos

Turfa Turfa de Sphagnum, com pH tdo préximo quanto possivel do inter- | 4-5
valo 5,5-6,0, sem restos visiveis de plantas, finamente moida (gra-
nulometria < 1 mm) e seca ao ar

Areia quartzitica Granulometria: > 50 % das particulas de granulometria na gama | 75-76
50-200 pm

Argila caulinitica Teor de caulinite > 30 % 20

Carbono organico Ajustado por adi¢do de turfa e areia 2 (£0,5)

Carbonato de cdcio CaCOj; pulverizado quimicamente puro 0,05-0,1

Agua Condutividade < 10 pS/cm 30-50

Preparacdo

A turfa ¢ seca ao ar e moida até se obter um poé fino. Prepara-se uma suspensdo da quantidade necessdria de turfa
pulverizada em dgua desionizada, por recurso a um dispositivo de homogeneizacdo de alta eficiéncia. O pH desta
suspensdo ¢ ajustado para 5,5 £ 0,5 com CaCO;. A suspensdo ¢ acondicionada durante, pelo menos, dois dias, com
agitagdo ligeira a 20 = 2 °C, para estabilizar o pH e estabelecer um perfil microbiano estdvel. Findo este periodo,
determina-se novamente o pH, que deve ser de 6,0 £0,5. A suspensio de turfa ¢ entdo misturada com os outros
componentes (areia e argila caulinitica) e dgua desionizada, de forma a obter sedimentos homogéneos com um teor
de 4gua da ordem de 30 %-50 % da massa seca dos sedimentos. O pH da mistura final é determinado uma vez mais e, se
necessario, ajustado para 6,5-7,5 com CaCOj3. Sdo colhidas amostras dos sedimentos para determinar o residuo seco e o
teor de carbono organico. Recomenda-se que, antes de ser utilizados num ensaio de toxicidade em quironomideos, os
sedimentos formulados sejam acondicionados durante sete dias em condi¢des idénticas as do ensaio subsequente.

Armazenagem

Os componentes secos para a preparagdo dos sedimentos artificiais podem ser armazenados num local seco e fresco, a
temperatura ambiente. Os sedimentos formulados (hiimidos) ndo devem ser armazenados antes da sua utilizacdo nos
ensaios. Devem ser utilizados imediatamente apds o perfodo de acondicionamento de sete dias que conclui a sua
preparacao.

REFERENCIAS

Capitulo C.8 deste anexo: Toxicidade em relagdo as minhocas.

Meller M., Egeler P., Rombke J., Schallnass H., Nagel R., Streit B. (1998). Short-term Toxicity of Lindane, Hexachloro-
benzene and Copper Sulfate on Tubificid Sludgeworms (Oligochaeta) in Artificial Media. Ecotox. and Environ.
Safety 39: 10-20.
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Apéndice 4

Caracteristicas quimicas de uma dgua de diluicdo adequada

Substancia Concentracoes
Particulas <20 mg/l
Carbono organico total <2 mgfl
Amonifaco ndo ionizado <1 pgfl

Dureza expressa em CaCOj

< 400 mg/l (*)

Cloro residual <10 pg/l
Pesticidas organofosforados totais <50 ngfl
Soma dos pesticidas organoclorados e dos bifenilos policlorados, totais <50 ng/l
Cloro organico total <25 ngfl

(*) Contudo, caso se suspeite da existéncia de uma interacio entre os ides responsédveis pela dureza e a substancia em estudo, deve utilizar-

-se uma dgua mais macia (nesse caso, o meio Elendt M4 ndo pode ser utilizado).
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Apéndice 5

Orientagdes para a monitorizacio da emergéncia das larvas de quironomideos

Os copos de ensaio sdo munidos de armadilhas de emergéncia. Estas armadilhas sdo necessdrias a partir do vigésimo dia,
até ao final do ensaio. A titulo de exemplo, pode utilizar-se o dispositivo abaixo ilustrado:

A

B

c

D

E

F
A: tela de nylon D: aberturas recobertas, para renova¢do da dgua
B: copo de pléstico invertido E: dgua
C: copo de exposigdo sem bico F: sedimentos

C.28. ENSAIO DE TOXICIDADE EM QUIRONOMfDEOS NUM SISTEMA SEDIMENTOS-AGUA COM

1.

AGUA ENRIQUECIDA

INTRODUCAO

O presente método de ensaio é equivalente ao Test Guideline TG 219 da OCDE (2004). Foi concebido para
avaliar os efeitos nas larvas dos dipteros de dgua doce Chironomus sp., que vivem nos sedimentos, de uma
exposicdo prolongada a determinados produtos quimicos. Baseia-se principalmente nas orientagdes da BBA,
utilizando um sistema de ensaio sedimentos-dgua num cendrio de exposi¢do com solo artificial e coluna de
dgua (1). Tem também em conta os atuais protocolos de ensaios de toxicidade para as espécies Chironomus
riparius e Chironomus tentans que foram desenvolvidos na Europa (1)(2)(3) e na América do Norte
(2)(3)(4)(5)(6)(7)(8) e foram sujeitos a um ensaio interlaboratorial (1)(6)(9). Podem também utilizar-se outras
espécies de quironomideos bem documentadas, como a Chironomus yoshimatsui (10)(11).

O cendrio de exposicdo utilizado neste método de ensaio passa pelo enriquecimento da dgua na substincia em
estudo. A selecdo do cendrio de exposi¢do adequado depende da finalidade do ensaio. O cendrio de exposi¢do na
dgua, que envolve o enriquecimento da coluna de dgua na substancia em estudo, tem por objetivo simular as
perdas por dispersio na aplicacio de pesticidas e abrange o pico de concentragdes inicial na dgua dos poros. E
também dtil para outros tipos de exposi¢des (incluindo o derrame de produtos quimicos), com excecdo dos
processos de acumulagdo mais demorados do que o periodo do ensaio.
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10.

As substancias a ensaiar com organismos que vivem nos sedimentos persistem, em geral, neste compartimento
durante longos periodos. A exposicdo dos referidos organismos pode ter lugar por vérias vias. A importancia
relativa de cada via de exposicdo, bem como o tempo de contribuicdo de cada uma delas para os efeitos toxicos
globais, depende das propriedades fisico-quimicas do produto quimico em causa. No caso de substancias
fortemente adsorventes (por exemplo, com log K., > 5) ou de substancias ligadas aos sedimentos por ligacdes
covalentes, a ingestio de alimentos contaminados pode constituir uma via de exposicdo significativa. Para ndo
subestimar a toxicidade das substancias altamente lip6filas, pode ponderar-se a utilizacdo de alimentos adicio-
nados aos sedimentos antes da aplicagdo da substincia em estudo. De forma a ter em conta todas as vias de
exposi¢do potenciais, o presente método de ensaio focaliza-se na exposicdo a longo prazo. A duragdo do ensaio
é de 20 a 28 dias para C. riparius ¢ C. yoshimatsui e de 28 a 65 dias para C. tentans. Se forem necessdrios dados a
curto prazo para uma finalidade especifica (por exemplo, para investigar os efeitos de um produto quimico
instével), é possivel utilizar replicados adicionais a remover ap6s de dez dias.

Os parametros medidos sdo o nimero total de individuos adultos emergidos e o tempo necessédrio para tal. Se
forem necessdrios dados adicionais a curto prazo, recomenda-se que as determinacdes da sobrevivéncia e do
crescimento das larvas apenas sejam efetuadas apds um periodo de dez dias, recorrendo aos replicados adicionais
que se justifiquem.

Recomenda-se a utilizagdo de sedimentos formulados. Estes apresentam vdrias vantagens relativamente aos
sedimentos naturais:

— a variabilidade experimental ¢ reduzida porque os sedimentos constituem uma matriz "normalizada" repro-
dutivel, eliminando-se a necessidade de encontrar fontes de sedimentos limpos e ndo contaminados,

— os ensaios podem ser iniciados em qualquer momento, eliminando-se assim a variabilidade sazonal dos
sedimentos ensaiados, ndo havendo necessidade de pré-tratar os sedimentos para remover a fauna indigena; a
utilizagdo de sedimentos formulados reduz também os custos associados a colheita no terreno de quanti-
dades suficientes de sedimentos para os ensaios de rotina,

— a utilizagdo de sedimentos formulados permite ainda efetuar comparacdes de toxicidade e classificar as
substancias em conformidade. Os dados de toxicidade obtidos a partir de ensaios com sedimentos naturais
e artificiais mostraram-se compardveis para vérios produtos quimicos (2).

Sdo definidos no apéndice 1 alguns conceitos utilizados.

PRINCIPIO DO METODO

Expde-se larvas de quironomideos do primeiro estddio larvar a uma gama de concentragdes da substancia em
estudo em sistemas sedimentos-dgua. O ensaio inicia-se com a colocagdo de larvas do primeiro estddio larvar
nos copos de ensaio com o sistema sedimentos-dgua, adicionando-se posteriormente a substancia em estudo a
dgua. A emergéncia de quironomideos e as respetivas taxas de desenvolvimento sdo medidas no final do ensaio.
Se necessdrio, a sobrevivéncia e o peso das larvas podem também ser determinados decorridos 10 dias,
utilizando os replicados adicionais que se justifiquem. Os dados sdo analisados por recurso a um modelo de
regressdo, de forma a estimar a concentracdo que causaria uma redugdo de x% na emergéncia, na sobrevivéncia
ou no crescimento das larvas (por exemplo, CE;5, CEsg, etc.), ou utilizando hipdteses estatisticas, para deter-
minar a NOEC/LOEC. Este dltimo método exige a comparagdo de valores que produzem efeitos com valores de
controlo, por recurso a testes estatisticos.

INFORMACOES SOBRE A SUBSTANCIA EM ESTUDO

Devem ser conhecidas a solubilidade em dgua e a pressio de vapor da substancia em estudo, bem como a
parti¢do nos sedimentos medida ou calculada e a estabilidade na dgua e nos sedimentos. Para a quantificagdo da
substancia em estudo na dgua sobrenadante, na dgua dos poros e nos sedimentos, deve dispor-se de um método
analitico fidvel, com exatiddo e limite de dete¢do conhecidos e documentados. A férmula estrutural e o grau de
pureza da substancia constituem igualmente informagdes tteis. O comportamento quimico da substancia em
estudo (p. ex.: dissipagdo, degradacio abidtica ou bidtica, etc.) é também uma informagdo importante. Para mais
orientagdes sobre o ensaio de substancias cujas propriedades fisico-quimicas dificultam a realiza¢do dos ensaios,
consultar a referéncia bibliogréfica (12).

PRODUTOS QUfMICOS DE REFERENCIA

Pode testar-se periodicamente produtos quimicos de referéncia com o objetivo de garantir a fiabilidade do
protocolo e das condigdes de ensaio. As seguintes substincias constituem exemplos de substincias toxicas de
referéncia utilizadas com éxito em ensaios interlaboratoriais e em estudos de validagdo: lindano, trifluralina,
pentaclorofenol, cloreto de cddmio e cloreto de potdssio (1)(2)(5)(6)(13).

VALIDADE DO ENSAIO

Um ensaio é considerado vélido se forem cumpridas as seguintes condigdes:

— a emergéncia nos controlos deve ser de, pelo menos, 70 % no final do ensaio (1)(6),
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— a emergéncia de individuos adultos das espécies C. riparius e C. yoshimatsui nos recipientes de controlo deve
ocorrer 12 a 23 dias apds a insergdo destas espécies nos recipientes; no caso da C. tentans, é necessario um
periodo de 20 a 65 dias,

— no final do ensaio, devem determinar-se o pH e a concentragdo de oxigénio dissolvido em cada recipiente. A
concentracdo de oxigénio deve ser de, pelo menos, 60 % do valor da saturagdo com ar (VSA) a temperatura
utilizada e o pH da dgua sobrenadante deve estar compreendido entre 6 e 9, em todos os recipientes de
ensaio,

— a temperatura da dgua ndo deve variar mais de * 1,0 °C. Esta temperatura pode ser controlada numa sala
isotérmica, caso em que a temperatura ambiente deve ser confirmada a intervalos adequados.

DESCRICAO DO METODO
Recipientes de ensaio

O estudo ¢ realizado em copos de vidro de 600 ml, com 8 cm de didmetro. Podem utilizar-se outros recipientes,
devendo contudo assegurar-se uma espessura adequada da dgua sobrenadante e dos sedimentos. A superficie dos
sedimentos deve proporcionar 2 a 3 cm? por cada larva. O récio entre a espessura da camada de sedimentos e a
espessura da dgua sobrenadante deve ser de 1:4. Os recipientes de ensaio e o restante equipamento que entre em
contacto com o sistema de ensaio devem ser exclusivamente de vidro ou de outro material quimicamente inerte
(p- ex., Teflon).

Selecio das espécies

A espécie a utilizar de preferéncia no ensaio é a Chironomus riparius. A espécie Chironomus tentans também é
adequada, mas é mais dificil de manipular e exige um periodo de ensaio mais longo. Pode igualmente utilizar-se
a Chironomus yoshimatsui. O apéndice 2 apresenta informacdes sobre os métodos de cultura de Chironomus
riparius. Estio também disponiveis informagdes sobre as condigdes de cultura das espécies Chironomus tentans
(4) e Chironomus yoshimatsui (11). A identidade das espécies deve ser confirmada antes do ensaio, exceto no caso
de organismos provenientes de uma cultura interna do laboratério.

Sedimentos

Devem ser utilizados, de preferéncia, sedimentos formulados (reconstituidos, artificiais ou sintéticos). Contudo, se
forem utilizados sedimentos naturais, estes devem ser caracterizados (pelo menos pH e teor de carbono
organico, recomendando-se a determinacdo de outros parametros, tais como a razdo C|N e a granulometria)
e devem estar isentos de qualquer contaminagdo e de outros organismos que possam competir com o0s
quironomideos ou consumi-los. Recomenda-se igualmente que, antes de serem utilizados num ensaio de toxi-
cidade em quironomideos, os sedimentos naturais sejam acondicionados durante sete dias em condi¢des seme-
lhantes as do ensaio subsequente. Recomenda-se que sejam utilizados no presente ensaio (1)(15)(16) sedimentos
formulados com a seguinte composicdo, baseada na do solo artificial utilizado no método C.8 (14):

a) 4-5 % (massa seca) de turfa: pH tdo préximo quanto possivel do intervalo 5,5-6,0; é importante utilizar turfa
em po, finamente moida (granulometria das particulas < 1 mm), unicamente seca ao ar;

b) 20 % (massa seca) de argila caulinitica, de preferéncia com teor de caulinite superior a 30 %;

¢) 75-76 % (massa seca) de areia quartzitica, com predominancia de areia fina com mais de 50 % de particulas
de granulometria compreendida entre 50 e 200 pm;

d) a quantidade de dgua desionizada necessdria para que o teor de humidade da mistura final se situe na gama
30-50 %;

¢) a quantidade de carbonato de célcio (CaCO;) quimicamente puro necessdria para ajustar o pH da mistura
final dos sedimentos a 7,0 £ 0,5;

f) teor de carbono orgdnico da mistura final: 2% = 0,5 %, devendo ser ajustado por recurso a quantidades
adequadas de turfa e areia, em conformidade com as alineas a) e c).

As origens da turfa, da argila caulinitica e da areia devem ser conhecidas. Deve verificar-se a auséncia de
contaminacdo quimica (p. ex., metais pesados, compostos organoclorados, compostos organofosforados, etc.)
nos componentes dos sedimentos. No apéndice 3, apresenta-se um exemplo de preparagdo de sedimentos. Uma
mistura de componentes secos também ¢ aceitdvel caso se demonstre que, apds a adicdo da dgua sobrenadante,
ndo ocorre separagio de componentes dos sedimentos (por exemplo, particulas de turfa flutuantes) e que a turfa
ou os sedimentos estdo suficientemente acondicionados.
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Agua

Qualquer dgua com as caracteristicas quimicas de uma dgua de diluicdo aceitdvel enunciadas nos apéndices 2 ¢ 4
¢ adequada para o ensaio. Para a cultura e o ensaio, pode utilizar-se qualquer dgua adequada, dgua natural
(superficial ou subterranea), dgua reconstituida (ver o apéndice 2) ou 4dgua da rede de abastecimento desclorada,
desde que os quironomideos nela sobrevivam durante todo o periodo de cultura e de ensaio sem evidenciarem
sinais de stress. No inicio do ensaio, o pH da dgua de ensaio deve estar compreendido entre 6 e 9 e a dureza
total da dgua, expressa em CaCOs3, ndo deve exceder 400 mg/l. No entanto, caso se suspeite de uma interagdo
entre os ides responsdveis pela dureza e a substancia em estudo, deve utilizar-se uma dgua de dureza inferior
(nessa eventualidade, o meio Elendt M4 ndo pode ser utilizado). Deve utilizar-se 0 mesmo tipo de dgua em todo
o estudo. As caracteristicas de qualidade da dgua enumeradas no apéndice 4 devem ser determinadas pelo menos
duas vezes por ano, ou sempre que se suspeite que tenham mudado significativamente.

Solugdes-mie — dgua enriquecida

As concentragdes de ensaio sdo calculadas com base nas concentracdes da dgua da coluna de dgua, ou scja, da
dgua sobrenadante dos sedimentos. De um modo geral, as solugdes de ensaio com as concentragdes escolhidas
sdo preparadas por dilui¢do de uma solucdo-mae. As solugdes-mie devem ser preparadas, de preferéncia, por
dissolucdo da substancia em estudo no meio de ensaio. Em alguns casos, pode ser necessdria a utilizacdo de
solventes ou dispersantes para produzir uma solugdo-mde com a concentragio adequada. A acetona, o etanol, o
metanol, os éteres mono e dimetilico do etilenoglicol, a dimetilformamida e o trietilenoglicol constituem
exemplos de solventes que podem ser utilizados. No que respeita aos dispersantes, podem utilizar-se o Cre-
mophor RH40, o Tween 80, a metilcelulose a 0,01 % ¢ o HCO-40. A concentra¢do do agente solubilizante no
meio de ensaio final deve ser minima (ou seja, < 0,1 ml/l) e deve ser a mesma para todas as concentracdes de
exposicdo. Sempre que se utilize um agente solubilizante, este ndo deve apresentar efeitos significativos na
sobrevivéncia das larvas de quironomideos, nem efeitos adversos observéveis nas mesmas, a confirmar por meio
de um controlo do solvente. No entanto, como se referiu acima, devem fazer-se todos os esforcos para evitar
utilizar tais produtos.

PLANEAMENTO DO ENSAIO

O planeamento do ensaio consiste na escolha do nimero e dos intervalos das concentracdes de ensaio, do
ntmero de recipientes para cada concentracdo e do nimero de larvas por recipiente. Descreve-se de seguida o
método de estimativa de pontos CE e do NOEC, bem como de realizagdo de ensaios do limite. A andlise por
regressdo linear é preferivel a abordagem por testes de hipéteses.

Andlise por regressdo linear

As concentragdes testadas no ensaio deverdo incluir as concentra¢des as quais se observam efeitos (por exemplo,
CE;5 e CEgq) e abranger a gama de concentracdes para as quais o efeito da substancia em estudo ¢ significativo.
De modo geral, é possivel melhorar a exatiddo e, em especial, a validade das estimativas das concentracdes que
produzem efeitos (CE,) se essas concentra¢des se situarem na gama de concentragdes ensaiadas. Devem evitar-se
extrapolagdes muito abaixo da concentragio positiva mais baixa ou acima da concentragio mais elevada. £ ttil
efetuar um ensaio exploratério preliminar para a escolha da gama de concentra¢des a utilizar no ensaio (ver o
ponto 27).

Caso se pretenda estimar uma CE,, devem ser utilizados, pelo menos, cinco concentragdes e trés replicados de
cada concentracdo. Em qualquer caso, para obter uma boa estimativa, é aconselhdvel ensaiar um ntimero
suficiente de concentracdes. O fator entre as concentragdes ndo deve ser superior a dois (salvo se a curva de
resposta a dose tiver um declive reduzido). Pode reduzir-se o nimero de replicados de cada concentragdo se for
aumentado o niimero de concentragdes de ensaio com respostas diferentes. O aumento do niimero de replicados
ou a redugdo dos intervalos entre concentragdes intervalos produz, em geral, intervalos de confianga mais
estreitos. Caso se pretenda estimar a sobrevivéncia e o crescimento das larvas a 10 dias, é necessdrio utilizar
mais replicados.

Estimativa do NOEC/LOEC

Caso se pretenda estimar o NOEC ou o LOEC, devem ensaiar-se cinco concentragdes com, pelo menos, quatro
replicados, ndo devendo o fator entre as concentracdes ser superior a dois. O niimero de replicados deverd ser
suficiente para garantir a possibilidade estatistica de detetar de forma adequada uma diferenca de 20 % relati-
vamente a concentracdo de controlo, com um grau de significincia de 5 % (p = 0,05). No respeitante as taxas de
desenvolvimento, ¢ geralmente adequada uma andlise de variancia (ANOVA), como o teste de Dunnett ou o teste
de Williams (17)(18)(19)(20). Quanto a taxa de emergéncia, podem utilizar-se o teste de Cochran-Armitage, o
teste exato de Fisher (com a corre¢do de Bonferroni) ou o teste de Mantel-Haentzal.

Ensaio do limite

Caso ndo sejam detetados efeitos no ensaio exploratério preliminar de sele¢do das concentragdes, pode proceder-
-se a um ensaio do limite (uma concentracdo de ensaio e uma de controlo). O objetivo do ensaio do limite
consiste em provar que as concentra¢des toxicas da substancia em estudo sdo superiores & concentracdo maxima
ensaiada. No ambito do presente método de ensaio, ndo é possivel sugerir nenhuma concentragdo a recomendar;
esse critério é deixado a apreciagdo das entidades regulamentadoras. Em geral, sio necessdrios, pelo menos, seis
replicados dos organismos expostos e de controlo. Deve comprovar-se existir a possibilidade estatistica de
detetar de forma adequada uma diferenga de 20 % relativamente ao controlo, com um grau de significncia
de 5% (p = 0,05). No que respeita ao efeito nas taxas de desenvolvimento e na massa, o teste t ¢ um método
estatistico adequado se os dados cumprirem os requisitos do teste (normalidade e varidncias homogéneas). Se
estes requisitos ndo forem preenchidos, pode utilizar-se um teste t de varidncia desigual ou um teste ndo
paramétrico, como o de Wilcoxon-Mann-Whithey. No que respeita a taxa de emergéncia, o teste exato de
Fisher é adequado.
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PROCEDIMENTO
Condicdes de exposicio
Preparagio do sistema dgua enriquecida-sedimentos

Coloca-se nos recipientes de ensaio quantidades adequadas de sedimentos formulados (ver os pontos 13-14 ¢ o
apéndice 3), de modo a formar uma camada com, pelo menos, 1,5 cm de espessura. Junta-se dgua numa
espessura de 6 cm (ver o ponto 15). A razdo entre a espessura da camada de sedimentos e a espessura da
camada de dgua ndo deve exceder 1:4; a espessura da camada de sedimentos ndo deve exceder 3 cm. O sistema
sedimentos-dgua deve ser sujeito a um arejamento ligeiro durante sete dias, antes da introducio dos organismos
em estudo (ver o ponto 14 ¢ o apéndice 3). Para evitar a separacdo de componentes dos sedimentos e a
ressuspensdo de materiais finos durante a criacio da coluna de dgua, os sedimentos podem ser cobertos,
enquanto a 4gua ¢é vertida, com um disco de pldstico que se remove imediatamente depois. Podem também
utilizar-se outros dispositivos.

Os recipientes de ensaio devem ser cobertos (por exemplo, com placas de vidro). Se necessario, o nivel inicial de
dgua pode ser reposto durante o ensaio, para compensar a evaporagdo. Para tal, deve utilizar-se d4gua destilada ou
desionizada, de modo a evitar a acumulagdo de sais.

Introdugdo dos organismos em estudo

Quatro a cinco dias antes da introdugdo dos organismos em estudo nos recipientes de ensaio, deve colher-se
aglomerados de ovos das culturas e colocd-los em pequenos recipientes com o meio de cultura. Pode utilizar-se
meio proveniente da cultura-mie ou um meio recentemente preparado. Neste tltimo caso, importa adicionar ao
meio de cultura uma pequena quantidade de alimentos, como, por exemplo, algas verdes efou algumas gotas de
filtrado de uma suspensdo de alimento para peixes finamente moido (ver o apéndice 2). Apenas devem ser
utilizados aglomerados de ovos de postura recente. Normalmente, as larvas comecam a eclodir alguns dias apds
a postura dos ovos (2 a 3 dias, a 20 °C, no caso das Chironomus riparius, e 1 a 4 dias no caso das Chironomus
tentans, a 23 °C, e das Chironomus yoshimatsui, a 25°C); o crescimento das larvas ocorre em quatro estddios
larvares, cada um com a duracdo de 4 a 8 dias. Utilizar no ensaio larvas do primeiro estddio larvar (2-3 ou 1-4
dias apds a eclosdo). O estadio larvar dos insetos pode, eventualmente, ser verificado por exame da largura da
cépsula cefdlica (6).

Com o auxilio de uma pipeta embotada, coloca-se aleatoriamente vinte larvas do primeiro estddio larvar em cada
recipiente de ensaio contendo os sedimentos e a dgua. O arcjamento da dgua tem de ser suspenso durante a
colocacdo das larvas nos recipientes de ensaio, assim permanecendo nas 24 horas subsequentes a esta operacdo
(ver os pontos 24 e 32). Consoante o tipo de ensaio realizado (ver os pontos 19 e 20), o niimero de larvas por
concentragdo deve ser, no minimo, de 60, no caso de estimativas de pontos CE, e de 80, no caso das
determinacdes de NOEC.

Vinte e quatro horas apés a introdugdo das larvas, a coluna de dgua sobrenadante é enriquecida com a subs-
tancia em estudo, retomando-se um arejamento ligeiro. Com o auxilio de uma pipeta, introduzem-se pequenos
volumes da solugdo da substancia em estudo abaixo da superficie da dgua. A dgua sobrenadante deve, em
seguida, ser homogeneizada com cuidado, para ndo perturbar os sedimentos.

Concentracdes de ensaio

Pode ser ttil efetuar um ensaio exploratério para a determinagdo da gama de concentracdes a utilizar no ensaio
definitivo. Para o efeito, recorre-se a uma série de concentragdes espacadas da substancia em estudo. Garantido
que a densidade de quironomideos por unidade de superficie seja idéntica a utilizada no ensaio definitivo, os
quironomideos sdo expostos a cada concentracdo da substancia em estudo por um perfodo que permita uma
estimativa das concentragdes de ensaio adequadas, ndo sendo necessdrios replicados.

As concentragdes a utilizar no ensaio definitivo sdo decididas com base nos resultados do ensaio exploratério.
Devem ser utilizadas pelo menos cinco concentragdes, selecionadas do modo descrito nos pontos 18 a 20.

Controlos

Deve utilizar-se no ensaio um niimero adequado de recipientes de controlo sem a substincia em estudo, mas
com os sedimentos (ver os pontos 19-20). Caso se recorra a um solvente para a incorporagdo da substancia em
estudo (ver o ponto 16), deve efetuar-se um controlo utilizando sedimentos com solvente.

Sistema de ensaio

Sao utilizados sistemas estdticos. Em casos excecionais, pode utilizar-se sistemas semiestaticos ou sistemas de
escoamento com renovagdo intermitente ou continua da dgua sobrenadante, por exemplo, se as caracteristicas de
qualidade da dgua se tornarem inadequadas ao organismo em estudo ou afetarem o equilibrio quimico (isto é, se
os teores de oxigénio dissolvido baixarem demasiado, se a concentracio de produtos de excre¢do aumentar
demasiado, se ocorrer lixiviagdo de minerais dos sedimentos que afete o pH efou dureza da dgua, etc.). Deve
preferir-se, contudo, o recurso a outros métodos para melhorar a qualidade da dgua sobrenadante, como o
aregjamento, que ¢, em geral, suficiente.
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Alimentagdo

£ necessério alimentar as larvas, de preferéncia diariamente ou, no minimo, trés vezes por semana. Utilizar
alimento para peixes (suspensio em 4gua ou finamente moido, por exemplo, Tetra Min or Tetra-Phyll; ver
pormenores no apéndice 2); a quantidade de 0,25-0,5 mg (0,35-0,5 mg no caso de C. yoshimatsui) por larva e dia
afigura-se adequada para as larvas jovens, nos primeiros 10 dias. Apds este periodo, pode ser necessiria uma
quantidade ligeiramente superior: 0,5-1 mg por larva e dia deve bastar para o resto do ensaio. A ragdo alimentar
deve ser reduzida a todos os organismos expostos e aos controlos caso se observe crescimento fingico ou se
verifique mortalidade nos controlos. Se ndo for possivel impedir o crescimento fingico, deve repetir-se o ensaio.
Quando se estuda substancias fortemente adsorventes (por exemplo, com log K, > 5) ou substéncias ligadas aos
sedimentos por ligagdes covalentes, a quantidade de alimentos necessdria para assegurar a sobrevivéncia e o
crescimento natural dos organismos pode ser adicionada aos sedimentos formulados, antes do periodo de
estabilizagdo. Para esse fim, devem ser utilizados matérias vegetais em vez de alimentos para peixes; a titulo
de exemplo, 0,5 % (massa seca) de folhas finamente moidas de espécies como a urtiga comum (Urtica dioeca), a
amoreira (Morus alba), o trevo branco (Trifolium repens), o espinafre (Spinacia oleracea) ou outras matérias de
origem vegetal (Cerophyl ou a-celulose).

Condicdes de incubacdo

O arejamento ligeiro da dgua sobrenadante nos recipientes de ensaio deve iniciar-se, de preferéncia, 24 horas
ap6s a introducdo das larvas, prosseguindo ao longo de todo o ensaio (deve evitar-se que a concentragdo de
oxigénio dissolvido baixe para valores inferiores a 60 % do VSA). O arejamento ¢é efetuado por intermédio de
uma pipeta de Pasteur de vidro, fixada 2-3 cm acima da camada de sedimentos (caudal: uma ou poucas bolhas
por segundo). No ensaio de produtos quimicos voldteis, pode optar-se por ndo arejar o sistema sedimentos-dgua.

O ensaio ¢ realizado a temperatura constante (20 °C + 2 °C). No caso das espécies C. tentans e C. yoshimatsui, as
temperaturas recomendadas sdo 23 °C e 25 °C (¢ 2 °C), respetivamente. Utiliza-se um periodo de irradiagio de
16 horas, com uma intensidade luminosa de 500 a 1 000 lux.

Duragdo da exposigdo

A exposi¢do comeca com a introducdo das larvas nos recipientes enriquecidos e nos recipientes de controlo. A
duracdo méxima da exposi¢do é de 28 dias para a C. riparius e a C. yoshimatsui e de 65 dias para a C. tentans. Se
os insetos emergirem precocemente, pode por-se termo ao ensaio, no minimo, cinco dias apds a emergéncia do
tltimo individuo adulto nos recipientes de controlo.

OBSERVACOES
Emergéncia

Determina-se o tempo de desenvolvimento e o niimero total de insetos machos e fémeas totalmente emergidos.
Os machos sdo facilmente identificados pelas suas antenas plumosas.

Os recipientes de ensaio devem ser observados pelo menos trés vezes por semana, a fim de apreciar visualmente
qualquer comportamento anormal (por exemplo, saida dos sedimentos, natacdo anormal) em relagio aos
recipientes de controlo. Durante o perfodo de emergéncia previsto, é necessdrio proceder a contagem didria
dos insetos emergidos. O sexo e o nimero de insetos totalmente emergidos sido registados diariamente. Apds a
identificagdo, removem-se os insetos dos recipientes. Quaisquer aglomerados de ovos postos antes do termo do
ensaio devem ser registados e, de seguida, removidos, para evitar a reintrodugdo de larvas nos sedimentos.
Regista-se também o niimero de ninfas visiveis que ndo emergiram. O apéndice 5 contém orientacdes sobre a

mensuragio da emergéncia.

Crescimento e sobrevivéncia

Se for necessirio obter dados sobre a sobrevivéncia e o crescimento das larvas em dez dias, deve prever-se
recipientes de ensaio suplementares desde o inicio, para que possam ser utilizados posteriormente. Os sedimen-
tos destes recipientes sdo passados por um crivo com abertura de malha de 250 pm, para reter as larvas. Os
critérios de morte s3o a imobilidade e a auséncia de reacdo a estimulos mecanicos. As larvas ndo recuperadas
devem também ser contadas como mortas (as larvas que morreram no inicio do ensaio podem ter sido
degradadas por micrébios). Determina-se a massa seca, isenta de cinzas, de larvas sobreviventes em cada
recipiente de ensaio, calculando-se a massa seca média por recipiente. £ dtil determinar o estddio larvar das
larvas sobreviventes; para tal, pode recorrer-se a medicdo da largura da cépsula cefélica de cada individuo.

Determinacdes analiticas
Concentragio da substdncia em estudo

No inicio (de preferéncia uma hora apds a aplicacdo da substancia) e no final do ensaio, é necessdrio analisar, no
minimo, amostras da dgua sobrenadante, da dgua dos poros e dos sedimentos correspondentes & concentragio
mais elevada e a uma concentragdo inferior. Estas determinacdes da concentracdo da substincia em estudo
proporcionam informagdes sobre o comportamento efou a particio da mesma no sistema dgua-sedimentos. A
colheita de amostras dos sedimentos no inicio do ensaio pode influenciar o sistema (por exemplo, remocio
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de larvas), pelo que devem ser utilizados recipientes de ensaio adicionais para a realizacdo das determinacdes
analiticas no inicio e durante o ensaio, se pertinente (ver o ponto 39). Pode ndo ser necessario efetuar medicoes
nos sedimentos, caso a particdo da substdncia em estudo entre a dgua e os sedimentos tenha sido claramente
determinada num estudo em condi¢des compardveis (por exemplo, coeficiente de parti¢do sedimentos/dgua, tipo
de aplicagdo, teor de carbono organico dos sedimentos).

Quando se efetua medicdes intermédias (por exemplo, no 7.° dia) e a andlise necessita de amostras grandes que
ndo podem ser colhidas dos recipientes de ensaio sem influenciar o sistema em estudo, as determinagdes
analiticas devem ser realizadas com amostras colhidas de recipientes de ensaio suplementares tratados da mesma
forma (incluindo a presenca dos organismos em estudo), mas que ndo sio alvo de observacdes bioldgicas.

A centrifugagdo a cerca de 10 000 g e 4 °C, durante 30 minutos, é o procedimento recomendado para isolar a
dgua intersticial. No entanto, caso se demonstre que a substincia em estudo ndo é adsorvida aos filtros, a
filtragem também ¢ aceitdvel. Em alguns casos, se a amostra for demasiado pequena, poderd ndo ser possivel
analisar concentragdes na dgua dos poros.

Pardmetros fisico-quimicos

O pH, o teor de oxigénio dissolvido na dgua e a temperatura dos recipientes de ensaio devem ser medidos de
forma adequada (ver o ponto 10). A dureza e o ido aménio devem ser medidos nos recipientes de controlo e
num recipiente de ensaio com a concentragio mais elevada, no inicio e no final do ensaio.

DADOS E RELATORIOS
Tratamento dos resultados

O objetivo deste ensaio consiste em determinar o efeito da substincia em estudo nas taxas de desenvolvimento e
no nimero total de insetos machos e fémeas totalmente emergidos ou, no caso dos ensaios de 10 dias, os
efeitos na sobrevivéncia e no peso das larvas. Se ndo houver indicacdo de sensibilidades estatisticamente
diferentes entre os sexos, os resultados relativos aos machos e as fémeas podem ser agrupados para efeitos
de andlise estatistica. As diferengas de sensibilidade entre os sexos podem ser avaliadas estatisticamente, por
exemplo, recorrendo a um ensaio de tabela de contingéncia y?-r x 2. Se necessario, determina-se a sobrevivéncia
das larvas e a massa seca por recipiente ap6s 10 dias.

As concentragdes com efeitos, expressas em relagdo a dgua sobrenadante, sdo calculadas de preferéncia a partir
das concentragdes medidas nos sedimentos no inicio do ensaio (ver o ponto 38).

Para efetuar uma estimativa pontual do valor CEs, ou de qualquer valor CE,, podem equiparar-se os dados
estatisticos por recipiente aos de ensaios idénticos reais. No cdlculo de um intervalo de confianga para qualquer
valor CE,, importa ter em conta a variabilidade entre recipientes, ou deve demonstrar-se que essa variabilidade é
tdo reduzida que pode ser ignorada. Se o modelo for ajustado pelo método dos minimos quadrados, deve
aplicar-se uma transformacdo aos dados estatisticos por recipiente, para melhorar a homogeneidade da variancia.
Contudo, os valores de CE, s6 devem ser calculados apés retransformacio da resposta no valor original.

Se a andlise estatistica tiver por objetivo determinar o NOEC/LOEC utilizando hipéteses estatisticas, importa ter
em conta a variabilidade entre recipientes, por exemplo, aplicando um método ANOVA hierarquizado. Se nio se
verificarem os pressupostos comuns do método ANOVA, testes mais robustos podem constituir uma alternativa
adequada (21).

Taxa de emergéncia

As taxas de emergéncia sdo dados de "tudo ou nada", que podem ser analisados através de um teste de Cochran-
-Armitage aplicado de forma regressiva, nos casos em que se prevé uma relagio mondtona entre a dose fornecida
e a resposta e os dados sdo compativeis com a previsio. Caso contrdrio, pode recorrer-se a um teste exato de
Fisher ou a um teste de Mantel-Haentzal com valores p ajustados segundo o método de Bonferroni-Holm. Se,
para a mesma concentracdo, houver indicios de uma maior variabilidade entre replicados do que a sugerida por
uma distribuicdo binomial (frequentemente referida como variacdo "extrabinomial"), deve utilizar-se um  teste
exato de Fisher ou um teste de Cochran-Armitage robusto, como proposto na referéncia 21.

Determina-se a soma dos insetos emergidos por recipiente, ne, que ¢ seguidamente dividida pelo nimero de
larvas nele introduzidas, na:

ER ==
nﬂ

em que:

ER = Taxa de emergéncia

=
1

Ntmero de insetos emergidos no recipiente

=
1}

Nuamero de larvas introduzidas no recipiente
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Uma alternativa mais adequada a amostras grandes, quando se regista varidncia extrabinomial, consiste em
considerar a taxa de emergéncia uma resposta continua e aplicar procedimentos como o teste de William,
caso se preveja uma relagdio mondtona entre a dose fornecida e a resposta, compativel com os dados de taxa de
emergéncia em causa. Por seu turno, o teste de Dunnett é adequado aos casos em que ndo se regista uma relacio
mondtona. Neste contexto, uma amostra "grande” é definida como aquela em que o niimero total de insetos
emergidos e ndo emergidos é superior a cinco por replicado (recipiente).

A aplicagdo de métodos ANOVA implica que os valores de taxa de emergéncia sejam sujeitos a uma trans-
formagdo de arco-seno da raiz quadrada ou a uma transformagio de Tukey-Freeman, de forma a obter uma
distribuicdo aproximadamente normal e uniformizar as varidncias. Os testes de Cochran-Armitage, exato de
Fisher (Bonferroni) e Mantel-Haentzal podem ser aplicados quando se utilizam fre%uéncias absolutas. A trans-
formagdo de arco-seno da raiz quadrada consiste em calcular o inverso do seno (sin™") da raiz quadrada do valor
da taxa de emergéncia.

No respeitante as taxas de emergéncia, os valores de CE, sdo calculados por andlise de regressio — por exemplo,
por recurso aos modelos probit (22), logit ou Weibull ou a programas informadticos comerciais adequados). Em
caso de fracasso da andlise de regressio (por exemplo, se o niimero de respostas parciais for inferior a dois),
utilizam-se outros métodos ndo paramétricos, como a média mével ou a simples interpolagdo.

Taxa de desenvolvimento

O tempo médio de desenvolvimento representa o tempo médio decorrido entre a introdugdo das larvas (dia 0 do
ensaio) e a emergéncia da coorte experimental de insetos (para o cdlculo do tempo de desenvolvimento real, é
necessario ter em conta a idade das larvas no momento da introdugdo). A taxa de desenvolvimento é o inverso
do tempo de desenvolvimento (unidade: 1/dia) e representa a quantidade de desenvolvimento larvar que ocorre
por dia. A taxa de desenvolvimento é o pardmetro preferido para a avaliacio destes estudos de toxicidade dos
sedimentos, dado que a sua varidncia é mais baixa que a do tempo de desenvolvimento, sendo também mais
homogénea e mais proxima da distribui¢do normal. Os testes paramétricos mais potentes estdo mais adaptados a
taxa de desenvolvimento do que ao tempo de desenvolvimento. Considerando a taxa de desenvolvimento uma
resposta continua, os valores de CE, podem ser estimados por recurso a uma andlise de regressio — por
exemplo, como descrito em 23 e 24.

No contexto dos testes estatisticos que se seguem, considera-se que o nimero de insetos observado no dia de
inspecdo x emergiu no ponto médio do intervalo de tempo compreendido entre o dia x ¢ o dia x-d (d = duragdo
do intervalo de inspecdo, em geral 1 dia). A taxa de desenvolvimento média por recipiente (é calculada com base
nas seguintes equagoes:

m
_ iXi
X = E fi
=1 e

em que:

X: Taxa de desenvolvimento média por recipiente

i [ndice do intervalo de inspecio

m:  Numero médximo de intervalos de inspecdo

fir Namero de insetos emergidos no intervalo de inspe¢do i

. Namero de insetos emergidos no final do ensaio (= > f;)

x;  Taxa de desenvolvimento dos insetos emergidos no intervalo i
x; =1/ (dayi — 1—')
2
em que:
dia; Dia de inspecdo (n.° de dias decorridos desde a introdugdo dos organismos)
d;  Duragdo do intervalo de inspe¢do i (dias, normalmente 1 dia)

Relatério dos ensaios

O relatério dos ensaios deve incluir, no minimo, as seguintes informagdes:
Substdncia em estudo:

— natureza fisica e, quando pertinente, propriedades fisico-quimicas (solubilidade na dgua, pressio de vapor,
coeficiente de particdo no solo — ou nos sedimentos, se disponivel —, estabilidade em dgua, etc.),

— dados de identificacdo quimica (denominacdo comum, denominagdo quimica, férmula estrutural, ndmero
CAS, etc.), incluindo o grau de pureza e o método analitico de quantificagdo da substancia.
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Espécies utilizadas nos ensaios:

— animais: espécie, nome cientifico, origem dos organismos e condi¢des de reproducio,
— informagdes sobre o manuseamento dos aglomerados de ovos e das larvas,

— idade dos animais quando introduzidos nos recipientes de ensaio.

Condicdes experimentais:

— sedimentos utilizados, isto é, de origem natural ou formulados,

— no caso dos sedimentos naturais, localizagio e descricio do local de colheita, incluindo, se possivel, o
historial de contaminacdo; caracteristicas: pH, teor de carbono organico, razio C/N e granulometria (se
pertinente),

— preparagdo dos sedimentos formulados: ingredientes e caracteristicas (teor de carbono organico, pH, humi-
ade, etc., no inicio dos ensaios),
dade, et dos S

— preparacdo da dgua para os ensaios, caso seja utilizada dgua reconstituida, e respetivas caracteristicas (con-
centragdo de oxigénio, pH, condutividade, dureza, etc., no inicio dos ensaios);

— espessura dos sedimentos e da dgua sobrenadante,

— volume de dgua sobrenadante e de dgua dos poros; massa do sedimento hiimido com e sem a dgua dos
poros,

— recipientes de ensaio (material e dimensdes),
— método de preparagio das solugdes-mde e concentragdes de ensaio,

— aplicagdo da substincia em estudo: concentracdes de ensaio utilizadas, nimero de replicados e solvente
utilizado, se for o caso,

— condigdes de incubagdo: temperatura, ciclo de luz e intensidade luminosa, arejamento (frequéncia e inten-

sidade),

— informagdes pormenorizadas sobre a alimenta¢do dos organismos, incluindo o tipo de alimentos, a prepa-
racdo, a quantidade e o regime alimentar.

Resultados:

— concentragdes de ensaio nominais, concentracdes de ensaio medidas e resultados de todas as andlises
efetuadas para determinar a concentragdo da substancia em estudo nos recipientes de ensaio,

— qualidade da dgua nos recipientes de ensaio (pH, temperatura, oxigénio dissolvido, dureza e teor de ido
amonio),

— renovagdo da dgua evaporada nos ensaios, se for o caso,

— ntimero de insetos machos e fémeas emergidos por recipiente e dia,

— nudmero de larvas que ndo originaram insetos, por recipiente,

— massa seca média de larvas por recipiente ¢, se for caso disso, por estddio larvar,

— percentagem de emergéncia por replicado e por concentragdo de ensaio (machos e fémeas no seu conjunto),

— taxa média de desenvolvimento de insetos totalmente emergidos por replicado e por concentragdo de ensaio
(machos e fémeas no seu conjunto),

— estimativas de pardmetros de toxicidade, como, por exemplo, CE, (e os intervalos de confianca associados),
NOEC efou LOEC, e métodos estatisticos utilizados para a determinacdo dos mesmos,

— discussdo dos resultados, incluindo qualquer influéncia nos resultados do ensaio decorrente de alteracdes
efetuadas ao presente método de ensaio.
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Apéndice 1

DEFINICOES
No ambito do presente método, aplica-se as seguintes defini¢des:

Sedimentos formulados ou reconstituidos, artificiais ou sintéticos: mistura de matérias utilizadas para simular os
componentes fisicos de sedimentos naturais.

Agua sobrenadante: dgua situada acima da superficie dos sedimentos, no recipiente de ensaio.
Agua intersticial ou dgua dos poros: dgua que ocupa o espago entre as particulas de sedimentos e de solo.
Agua enriquecida: dgua utilizada no ensaio, a qual foi adicionada a substancia em estudo.

Produto quimico em estudo: qualquer substincia ou mistura a qual seja aplicado o presente método de ensaio.
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Apéndice 2

Recomendagdes para a cultura de Chironomus riparius

. As larvas de Chironomus podem ser criadas em caixas de cristalizagdo ou recipientes de maiores dimensdes. Espalha-se

no fundo do recipiente areia quartzitica fina de modo a constituir uma camada fina com 5 a 10 mm de espessura.
Verificou-se que o kieselguhr (p. ex. Merck 8117) é também um substrato adequado; neste caso, pode utilizar-se uma
camada mais fina, da ordem de poucos milimetros. Adiciona-se de seguida uma coluna de vérios centimetros de uma
dgua adequada. Se necessirio, os niveis de dgua podem ser repostos para compensar a evaporagdo e evitar a
dessecagdo. A dgua pode ser substituida, se necessdrio. Deve efetuar-se um arejamento ligeiro. Os recipientes de
criagdo das larvas devem ser mantidos em gaiolas adequadas, de forma a evitar fugas de adultos emergentes. A gaiola
deve ser suficientemente grande (no minimo, cerca de 30 x 30 x 30 cm), para permitir a enxameagdo dos adultos
emergidos, sem o que poderd ndo ocorrer copulagdo.

. As gaiolas devem ser mantidas a temperatura ambiente ou a uma temperatura constante de 20 + 2 °C, com um

periodo de luminosidade (cerca de 1 000 lux) de 16 horas e oito horas de escuriddo. Existem referéncias documentais
de que um teor de humidade relativa do ar inferior a 60 % pode impedir a reprodugio.

Agua de diluicio

. Pode utilizar-se qualquer d4gua natural ou reconstituida adequada. Utiliza-se em geral d4gua de pogos, dgua da rede de

abastecimento desclorada e meios artificiais (por exemplo, meio Elendt M4 ou M7; ver abaixo). A dgua tem de ser
arejada antes da utilizacdo. Se necessdrio, a dgua das culturas pode ser renovada por vazamento ou sifonagem
cuidadoso da dgua dos recipientes de cultura, para ndo destruir os tubos das larvas.

Alimentagio das larvas

. As larvas de Chironomus sio alimentadas com cerca de 250 mg por recipiente e por dia de um alimento floculado

para peixes (Tetra Min®, Tetra Phyll® ou outra marca semelhante). Os alimentos podem ser administrados na forma
de um p6 seco finamente moido ou de uma suspensio em dgua: adicionar 1,0 g de alimento floculado a 20 ml de
dgua de diluicdo e misturar de modo a obter uma mistura homogénea. Esta preparacdo pode ser administrada ao
caudal aproximado de 5 ml por recipiente e por dia (agitar antes da utilizagdo). Pode administrar-se as larvas de idade
superior uma maior quantidade de alimento.

. A alimentagdo ¢ ajustada em fungdo da qualidade da dgua. Se o meio de cultura se tornar turvo, deve reduzir-se a

alimentacdo. A administracio de alimentos deve ser objeto de um registo minucioso. A escassez de alimentos
causaria a migragdo das larvas para a coluna de dgua, enquanto uma alimentagdo demasiado rica aumentaria a
atividade microbiana e reduziria a concentragdo de oxigénio. Ambas estas condi¢des podem resultar numa redugdo
das taxas de crescimento.

. Ao preparar novos recipientes de cultura, podem também adicionar-se algumas células de algas verdes (por exemplo,

Scenedesmus subspicatus e Chlorella vulgaris).

Alimentacdo dos adultos emergidos

. Alguns experimentadores sugeriram que um tampdo de algoddo embebido numa solucdo saturada de sacarose pode

servir de alimento para os adultos emergidos.

Emergéncia

. A temperatura de 20 * 2 °C, os adultos comegam a emergir dos recipientes de criagio das larvas decorridos 13 a 15

dias. Os machos sdo facilmente distinguidos pelas suas antenas plumosas.

Aglomerados de ovos

. Quando se encontrarem presentes adultos nas gaiolas de criagdo, deve verificar-se trés vezes por semana se ocorre a

deposi¢io de aglomerados gelatinosos de ovos nos recipientes de criagio das larvas. Se tal suceder, devem ser
removidos com cuidado e ser transferidos para uma pequena cdpsula com uma amostra da dgua de incubagdo.
Os aglomerados de ovos sdo utilizados para iniciar novas culturas noutros recipientes (p. ex., 2-4 aglomerados de
ovos por recipiente) ou em ensaios de toxicidade.

As larvas do primeiro estddio larvar devem eclodir decorridos 2-3 dias.

Preparagdo de novos recipientes de cultura

Quando as culturas estiverem estabelecidas, deverd ser possivel preparar um novo recipiente de cultura de larvas por
semana, ou com uma frequéncia menor (consoante os requisitos dos ensaios), removendo os recipientes mais antigos
ap6s a emergéncia dos insetos adultos. O recurso a este sistema permitird obter um aprovisionamento regular de
insetos adultos com uma gestdo minima.
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Preparacdo das solucdes de ensaio M4 e M7

O meio M4 foi descrito por Elendt (1990). O meio M7 é preparado do mesmo modo que o M4, exceto no que
respeita as substdncias indicadas no quadro 1, cujas concentra¢des sio quatro vezes inferiores as do meio M4.
Encontra-se em preparacdo um artigo sobre o meio M7 (Elendt, comunicagdo pessoal). A solucdo de ensaio ndo
deve ser preparada em conformidade com as indica¢des de Elendt e Bias (1990), dado as concentragdes de Na-
Si03.5H20, NaNO3, KH2PO4 e K2HPO4 apresentadas para a preparagio das solu¢des-mde ndo serem adequadas.

Preparacio do meio M7

Cada solugdo-mde (1) é preparada individualmente, sendo preparada uma solucdo-méde combinada (II) a partir dessas
solucdes (I) (ver o quadro 1). O meio M7 ¢ preparado diluindo para 1 I, com dgua desionizada, 50 ml da solucdo-
-mée combinada (Il) e as quantidades de cada solugdo-mie de macronutrientes indicadas no quadro 2. Prepara-se uma
solucdo-mie de vitaminas juntando trés vitaminas a dgua desionizada, como indicado no quadro 3; adiciona-se
0,1 ml da solucdo-mde combinada de vitaminas ao meio M7 final pouco antes da utilizacio (a solu¢do-mde de
vitaminas é armazenada por congelagdo, em pequenas aliquotas). O meio é arejado e estabilizado.

Quadro 1

Solugdes-mie de elementos vestigiais para os meios M4 e M7

Para preparar a solugdo-mae
Quantidade combinada (II), misturar as C tracées finai lucs
(mg) diluida seguintes quantidades (ml) de oncen r;goes n a1(s ne;ls) solugoes
Solucdes-mae (1) para 1 litro com| solugdes-mde (I) e diluir para 1 ¢ ensaio {mg
agua litro com dgua desionizada
desionizada
M4 M7 M4 M7

H;BO; (1) 57190 1,0 0,25 2,86 0,715
MndCl, - 4 H,0 () 7 210 1,0 0,25 0,361 0,090
LiCl (1) 6120 1,0 0,25 0,306 0,077
RbCI () 1420 1,0 0,25 0,071 0,018
SrCl, - 6 H,0 () 3040 1,0 0,25 0,152 0,038
NaBr (') 320 1,0 0,25 0,016 0,004
Na,MoO, - 2 H,0 (}) 1260 1,0 0,25 0,063 0,016
CuCl, - 2 H,0 () 335 1,0 0,25 0,017 0,004
Zndl, 260 1,0 1,0 0,013 0,013
CaCl, - 6 H,0 200 1,0 1,0 0,010 0,010
KI 65 1,0 1,0 0,0033 0,0033
Na,SeO4 43,8 1,0 1,0 0,0022 0,0022
NH,VO; 11,5 1,0 1,0 0,00058 0,00058
Na,EDTA - 2 H,O (1) () 5000 20,0 5,0 2,5 0,625
FeSO, - 7 H,0 () (3 1991 20,0 5,0 1,0 0,249

(") Estas substancias sdo diferentes nos meios M4 e M7, como se indica no quadro.
(?) Estas solucdes sdo preparadas individualmente, misturadas e colocadas de imediato numa autoclave.

Quadro 2
Solugdes-mie de macronutrientes para os meios M4 e M7
Quantidade de solugdes-mae Concentracies finais
Quantidade (mg) diluida de macronutrientes 0 CT Nagogs :s as
para 1 litro com édgua adicionada para preparar os 5o u%\(/ﬁs ?\Ae;l 40
desionizada meios M4 e M7 N
(mlfl) (mg/l)
CaCl, - 2 H,0 293 800 1,0 293,8
MgSO, - 7 H,0 246 600 0,5 123,3
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Quantidade (mg) diluida

para 1 litro com dgua

Quantidade de solugdes-mae
de macronutrientes
adicionada para preparar os

Concentragdes finais nas
solugdes de ensaio

desionizada meios M4 e M7 M4 e M7
(mlf) (mgfl)
KCl 58 000 0,1 5,8
NaHCO;4 64 800 1,0 64,8
NaSiO; - 9 H,0 50 000 02 10,0
NaNO; 2740 0,1 0,274
KH,PO, 1430 0,1 0,143
K,HPO, 1840 0,1 0,184
Quadro 3

Solu¢des-mie de vitaminas para os meios M4 e M7

As trés solucdes de vitaminas sdo combinadas para originar uma tnica solugdo-mde.

Quantidade (mg) diluida

para 1 litro com dgua

Quantidade de solucdo-mae
de vitaminas adicionada para
preparar os meios M4 e M7

Concentragdes finais nas
solugdes de ensaio M4 e M7

desionizada (ml/l) (mg/)
Cloridrato de tiamina 750 0,1 0,075
Cianocobalamina (B12) 10 0,1 0,0010
Biotina 7,5 0,1 0,00075
REFERENCIAS
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PREPARACAO DOS SEDIMENTOS FORMULADOS

Composicio dos sedimentos

A composi¢do dos sedimentos formulados deve ser a seguinte:

_ % da massa
Componente Caracteristicas
seca dos sedimentos

Turfa Turfa de Sphagnum, com pH tdo préximo quanto possivel do intervalo 4-5
5,5-6,0, sem restos visiveis de plantas, finamente moida (granulome-
tria < 1 mm) e seca ao ar

Areia quartzitica Granulometria: > 50 % das particulas de granulometria na gama 50- 75-76
-200 pm

Argila caulinitica Teor de caulinite > 30 % 20

Carbono organico Ajustado por adi¢do de turfa e areia 2 (%0,5)

Carbonato de cécio CaCOj; pulverizado quimicamente puro 0,05-0,1

Agua Condutividade < 10 pS/cm 30-50

Preparacio

A turfa é seca ao ar e moida até se obter um poé fino. Prepara-se uma suspensdo da quantidade necessdria de turfa
pulverizada em dgua desionizada, por recurso a um dispositivo de homogeneizacdo de alta eficiéncia. O pH desta
suspensdo ¢ ajustado para 5,5 £ 0,5 com CaCOj;. A suspensdo ¢ acondicionada durante, pelo menos, dois dias, com
agitacdo ligeira a 20 + 2 °C, para estabilizar o pH e estabelecer um perfil microbiano estdvel. Findo este periodo,
determina-se novamente o pH, que deve ser de 6,0 £ 0,5. A suspensdo de turfa é entdo misturada com os outros
componentes (areia e argila caulinitica) e dgua desionizada, de forma a obter sedimentos homogéneos com um teor
de dgua da ordem de 30 %-50 % da massa seca dos sedimentos. O pH da mistura final é determinado uma vez mais e, se
necessario, ajustado para 6,5-7,5 com CaCOs. Sdo colhidas amostras dos sedimentos para determinar o residuo seco e o
teor de carbono organico. Recomenda-se que, antes de ser utilizados num ensaio de toxicidade em quironomideos, os
sedimentos formulados sejam acondicionados durante sete dias em condicdes idénticas as do ensaio subsequente.

Armazenagem

Os componentes secos para a preparacdo dos sedimentos artificiais podem ser armazenados num local seco e fresco, a
temperatura ambiente. Os sedimentos formulados (htimidos) ndo devem ser armazenados antes da sua utilizacio nos
ensaios. Devem ser utilizados imediatamente apds o periodo de acondicionamento de sete dias que conclui a sua
preparacdo.

REFERENCIAS:

Capitulo C.8 deste anexo: Toxicidade em relacdo as minhocas.

Meller M., Egeler P., Rombke J., Schallnass H., Nagel R., Streit B. (1998). Short-term Toxicity of Lindane, Hexachloro-
benzene and Copper Sulfate on Tubificid Sludgeworms (Oligochaeta) in Artificial Media. Ecotox. and Environ. Safety 39:
10-20.
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Apéndice 4

Caracteristicas quimicas de uma dgua de diluicdo adequada

Substéncia Concentracdes
Particulas <20 mg/l
Carbono organico total <2mgfl
Amonifaco ndo ionizado <1 pgfl

Dureza expressa em CaCO,

< 400 mg/l (*)

Cloro residual <10 pg/l
Pesticidas organofosforados totais <50 ngfl
Soma dos pesticidas organoclorados e dos bifenilos policlorados, totais <50 ngfl
Cloro organico total <25 ngfl

(*) Contudo, caso se suspeite da existéncia de uma interagdo entre os ides responsaveis pela dureza e a substincia em estudo, deve utilizar-

-se uma dgua mais macia (nesse caso, o meio Elendt M4 ndo pode ser utilizado).
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Apéndice 5

Orientagdes para a monitorizacio da emergéncia das larvas de quironomideos

Os copos de ensaio sio munidos de armadilhas de emergéncia. Estas armadilhas sdo necessdrias a partir do vigésimo dia,
até ao final do ensaio. A titulo de exemplo, pode utilizar-se o dispositivo abaixo ilustrado:

A

e e

A: tela de nylon D: aberturas recobertas, para renovacgio da dgua
B: copo de plastico invertido E: dgua
C: copo de exposi¢do sem bico F: sedimentos

C.29. BIODEGRADABILIDADE "FACIL" — CO, EM RECIPIENTES FECHADOS (Ensaio do espago livre)

INTRODUCAO

O presente método de ensaio ¢ equivalente ao Test Guideline TG 310 da OCDE (2006). Consiste num método
exploratdrio para a avaliagio da biodegradabilidade "facil" dos produtos quimicos e proporciona informagdes
semelhantes as dos seis métodos de ensaio descritos no capitulo C.4 do presente anexo (A a F). Assim, um
produto quimico com resultados positivos neste método de ensaio pode ser considerado facilmente biodegra-
dével e, por conseguinte, rapidamente degradavel no ambiente.

0O método do didxido de carbono (CO,) (1), que se encontra bem implantado, baseia-se no ensaio original de
Sturm (2) para a avaliacdo da biodegradabilidade de produtos quimicos orgénicos através da medicdo do diéxido
de carbono produzido pela agdo microbiana e tem constituido, em geral, a primeira opcdo para o ensaio de
produtos quimicos pouco soltveis ¢ de produtos quimicos muito adsorventes. E também aplicado a produtos
quimicos soltiveis (mas ndo volateis), uma vez que a libertacio de diéxido de carbono é frequentemente
considerada a tnica prova inequivoca de atividade microbiana. A remogdo do carbono organico dissolvido
pode ter lugar por processos fisico-quimicos, como a adsorgdo, a volatilizacdo, a precipitagdo e a hidrolise,
bem como pela a¢do microbiana e por muitas rea¢des ndo bioldgicas que consomem oxigénio; o CO, raramente
é produzido a partir de produtos quimicos organicos por via abidtica. Nos ensaios original e modificado de
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Sturm (1)(2), o CO, ¢ removido da fase liquida para os recipientes de absorcdo por borbulhamento, no meio
liquido, de ar tratado com o objetivo de remover o CO,; na versdo de Larson (3)(4), é transferido do recipiente
de reagdo para os absorventes introduzindo um fluxo de ar isento de CO, no espaco livre acima da superficie
("headspace"), com agitacdo continua do recipiente de ensaio. O recipiente s6 é agitado no caso da modificagdo de
Larson; a agitagdo é prescrita, apenas para produtos quimicos insoltveis, na norma ISO 9439 (5) e na versdo
original dos EUA (6), que preconizam ambas o borbulhamento em vez da substituicio do ar no espago livre
acima da superficie. Em outro método oficial da EPA — Estados Unidos da América (7) —, que se baseia no
método de Gledhill (8), o recipiente de reagdo, sob agitacdo, encontra-se estanque e o CO, produzido é
recolhido, diretamente a partir da fase gasosa, num coletor interno com uma substancia alcalina, como nos
respirémetros cldssicos de Warburg/Barcroft.

Contudo, no caso da aplicagdo do ensaio de Sturm modificado a vdrios produtos quimicos (9), demonstrou-se
que, durante o ensaio, se acumula no meio carbono inorganico (CI). Na degradacio de 20 mg C/I de anilina, por
exemplo, observou-se uma concentracio de carbono inorganico da ordem de 8 mg/l. Assim, a recolha de CO,
em coletores com substéncias alcalinas traduz a quantidade real daquele gds produzida microbiologicamente nas
fases intermédias da degradagdo. Por conseguinte, a exigéncia de mais de 60 % da produgdo méxima tedrica de
CO, (CO,Te) ser recolhida nos dez dias imediatamente ap6s ser alcangado um nivel de 10 % de biodegradagao
("periodo de dez dias"), para que um produto quimico seja classificado de facilmente biodegraddvel, nio é
cumprida no caso de alguns produtos quimicos, que teriam essa classificacdo utilizando como critério a remogao
do carbono organico dissolvido (COD).

Se a percentagem de degradagdo for inferior ao previsto, ter-se-d possivelmente acumulado carbono inorganico
na solugdo de ensaio. A biodegradabilidade pode, entdo, ser avaliada por recurso aos outros ensaios de biode-
gradabilidade "facil".

Outros inconvenientes do método de Sturm (complexidade, morosidade, propensdo para a ocorréncia de erros
experimentais ¢ impossibilidade de aplicacdo a produtos quimicos voléteis) tinham jd levado a procura de uma
técnica com recipientes selados diversa da de Gledhill, sem fluxo de gds (10)(11). Boatman et al. (12) analisaram
os métodos mais antigos e adotaram um sistema fechado com libertacdo de CO, no espaco livre no final da
incubagdo, por acidificacio do meio. O CO, foi determinado através da andlise do carbono inorganico por
cromatografia em fase gasosa a partir de amostras colhidas automaticamente no espaco livre, sem ter em conta o
carbono inorganico dissolvido (CID) na fase liquida. Além disso, foram utilizados recipientes muito pequenos
(20 ml), com apenas 10 ml de meio, o que causou problemas, por exemplo, ao adicionar as quantidades
necessariamente muito reduzidas de produtos quimicos insoliiveis e/ou no caso da inexisténcia ou insuficiéncia,
no meio inoculado, de microrganismos para a degradacdo dos produtos quimicos em estudo.

Essas dificuldades foram superadas pelos estudos independentes de Struijs e Stoltenkamp (13) e de Birch e
Fletcher (14), sendo os destes dltimos inspirados pela experiéncia dos autores com dispositivos utilizados em
ensaios de biodegradagdo anaerdbia (15). No método dos primeiros (13), o CO, é determinado no espaco livre
ap6s acidificacdo e equilibrio, enquanto no segundo método (14) ¢ determinado o carbono inorganico dissolvido
das fases gasosa e liquida, sem tratamento; mais de 90 % do carbono inorgdnico formado encontra-se na fase
liquida. Ambos os métodos tém vantagens relativamente ao ensaio de Sturm, na medida em que o sistema de
ensaio é mais compacto e mais gerivel, podem estudar-se produtos quimicos voldteis e evita-se a possibilidade de
demoras na determinagdo do CO, produzido.

Ambas as abordagens foram combinadas na norma ISO com a referéncia 16, que foi sujeita a um ensaio
interlaboratorial (17) e constitui a base do presente método de ensaio. O método da EPA dos Estados Unidos da
América (18) utiliza também as duas abordagens. Foram recomendados dois métodos de determinagdo do CO,,
designadamente a determinacdo no espago livre apds acidificagdo (13) e a determinacio do carbono inorganico
na fase liquida apds adicdo de um agente alcalino em excesso. Este tltimo método foi introduzido por Peterson,
no decurso do ensaio interlaboratorial da CONCAWE (19) do presente método de espago livre modificado para
determinar biodegradabilidades intrinsecas. As altera¢des introduzidas na revisio de 1992 dos métodos do
capitulo C.4 deste anexo, relativos a determinagdo da biodegradabilidade "ficil" (20), foram incorporadas no
presente método de ensaio, pelo que, além disso, as condigdes (meio, duragdo, etc.) sio as mesmas que as do
ensaio de Sturm revisto (20). Birch e Fletcher (14) referiram ter obtido com este ensaio de espaco livre resultados
muito semelhantes aos obtidos, para os mesmos produtos quimicos, no ensaio interlaboratorial dos métodos de
ensaio revistos promovido pela OCDE (21).

PRINCIPIO DO METODO

O produto quimico em estudo, em geral na concentragdo de 20 mg C/l, que constitui a tinica fonte de carbono e
energia, ¢ incubado num tampdo de sais minerais previamente inoculado com uma populagio mista de
microrganismos. O ensaio é realizado em recipientes selados, com ar no espaco livre acima do liquido, que
proporciona uma reserva de oxigénio para a biodegradacio aerdbia. A libertagdo de CO, resultante da biode-
gradagdo aerdbia total do produto quimico em estudo é determinada pela medicdo do excesso de carbono
inorganico produzido nos recipientes de ensaio relativamente ao produzido em recipientes de ensaio em branco
que contém apenas o meio inoculado. A extensio da biodegradagio é expressa em percentagem da producio
méxima teérica de carbono inorganico (CITe), com base na quantidade de produto quimico em estudo, expressa
em carbono organico, inicialmente adicionada.

Pode também determinar-se (20) a remoc¢do de COD efou o grau de biodegradacdo primdria do produto
quimico em estudo.
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12.

13.

14.

INFORMACOES SOBRE O PRODUTO QUIMICO EM ESTUDO

Para o célculo da percentagem de degradagdo, é necessdrio conhecer o teor de carbono organico (% ponderal) do
produto quimico em estudo, quer a partir da sua estrutura quimica quer por andlise. No caso dos produtos
quimicos voldteis, o conhecimento da constante da lei de Henry, por medi¢do ou cdlculo, € ttil para determinar
uma razdo adequada entre o espaco livre e o volume de liquido. E dtil dispor de informacdes sobre a toxicidade
do produto quimico em estudo para os microrganismos, a fim de selecionar as concentragdes de ensaio
adequadas e para interpretar resultados de baixa biodegradabilidade: recomenda-se a realizagdo de controlos
de inibigdo, exceto se se souber que o produto quimico ndo inibe a atividade microbiana (ver o ponto 24).

APLICABILIDADE DO METODO

O ensaio ¢ aplicavel a produtos quimicos soltveis e insoldveis em dgua, embora deva assegurar-se uma boa
dispersdo do produto quimico. Utilizando a proporcio recomendada de 1:2 entre o espago livre e o volume de
liquido, podem utilizar-se produtos quimicos voldteis com uma constante da lei de Henry ndo superior a 50
Pa.m’.mol ™!, dado que a percentagem do produto quimico no espago livre nio excederd 1 % (13). Pode utilizar-
-se um volume menor de espaco livre no ensaio de produtos quimicos mais voldteis, cuja biodisponibilidade
possa ser um fator limitante, em especial se forem pouco solveis em dgua. No entanto, os utilizadores devem
assegurar que a razdo entre o espago livre e o volume de liquido, bem como a concentragio do produto
quimico, proporcionam uma quantidade suficiente de oxigénio para permitir a biodegradagdo aerdbia completa,
evitando, por exemplo, o recurso a uma concentragio elevada de substrato e a um espaco livre reduzido. As
referéncias (13) e (23) contém orientacdes nesta matéria.

PRODUTOS QUIMICOS DE REFERENCIA

A fim de verificar o procedimento, deve submeter-se a ensaio, em paralelo, uma substincia de referéncia de
biodegradabilidade conhecida. Para o efeito, a anilina, o benzoato de sédio e o etilenoglicol podem ser utilizados
com produtos quimicos soltveis em dgua, podendo utilizar-se o 1-octanol no caso de produtos quimicos pouco
soliveis (13). A biodegradacdo destes produtos quimicos deve ser superior a 60 % do carbono inorganico
tedrico, em 14 dias.

REPRODUTIBILIDADE

No ensaio interlaboratorial do método, promovido pela ISO (17), foram obtidos os seguintes resultados utili-
zando as condigdes recomendadas, nomeadamente uma concentra¢do do produto quimico em estudo de 20 mg
C/L

Percentagem média Coeficiente de variagdo
Produto quimico de biodegradagdo o s Nimero de laboratérios
. (%)
(28 dias)
Anilina 90 16 17
1-Octanol 85 12 14

Com anilina, a variabilidade interna dos ensaios (indicador de replicabilidade) foi reduzida, ndo excedendo os
coeficientes de variabilidade 5 % em quase todas as séries de ensaios. Nos dois casos em que a replicabilidade foi
pior, a variabilidade mais elevada deveu-se provavelmente a elevada produgio de carbono inorganico nos ensaios
em branco. Com 1-octanol, registou-se uma replicabilidade mais baixa, embora com variabilidade inferior a 10 %
em 79 % das séries de ensaios. Esta maior variabilidade interna dos ensaios pode ter sido devida a erros de
dosagem, dado que foi necessdrio injetar um pequeno volume (3 a 4 pl) de 1-octanol nos recipientes de ensaio
selados. Obtém-se coeficientes de variagdo superiores quando se utilizam concentragdes mais baixas do produto
quimico em estudo, nomeadamente inferiores a 10 mg C/l. Este problema pode ser parcialmente superado
reduzindo a concentragdo de carbono inorganico total (CIT) no indculo.

Num ensaio interlaboratorial promovido pela UE (24) de cinco produtos quimicos tensioativos adicionadas na
concentracdo de 10 mg C/l, foram obtidos os seguintes resultados:

Percentagem média Coeficiente de variagio
Produto quimico de biodegradagio o Namero de laboratérios
. (%)
(28 dias)

Benzenossulfonato de te- 17 45 10
trapropileno

Di-iso-octilssulfosuccinato 72 22 9
(anidnico)

Cloreto de hexadeciltrime- 75 13 10
til-aménio (*)

(cati6nico)
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Percentagem média Coeficiente de variagio
Produto quimico de biodegradagdo o Namero de laboratérios
(28 dias) %)
(Etoxilato)q de 41 32 10
isononilfenol
(ndo i6nico)
Amidopropil de coco-di- 60 23 11
metil-hidroxissulfobetaina
(anfotérico)

(*) Adicionou-se SiO, para neutralizar a toxicidade.

Os resultados mostram que, de um modo geral, a variabilidade foi superior no caso dos tensioativos menos
degradados. A variabilidade interna dos ensaios foi inferior a 15 % em mais de 90 % dos casos; o maior valor
registado foi da ordem de 30 % a 40 %.

NOTA: Na sua maioria, os tensioativos ndo sao espécies moleculares simples, mas misturas de isémeros,
homélogos, etc., com tempos de degradagdo caracteristicos diferentes e constantes cinéticas diferentes,
que produzem curvas mal definidas e atenuadas. Poderd, portanto, ndo ser possivel atingir o limiar de
60 % no periodo de 10 dias, embora cada espécie molecular ultrapasse esse valor em 10 dias se for
ensaiada isoladamente. Este facto também pode ser observado com outras misturas complexas.

DESCRICAO DO METODO
Equipamento

Material corrente de laboratério, nomeadamente:

a) frascos de soro de vidro, selados com rolhas de borracha butilica e cdpsulas de aluminio. A capacidade
recomendada ¢ "125 ml", a que corresponde um volume total de cerca de 160 ml (neste caso, o volume de
cada frasco deve ser comprovadamente de 160 * 1 ml). Se os resultados satisfizerem as condi¢des descritas
nos pontos 66 e 67, pode utilizar-se recipientes de capacidade inferior;

=

analisador de carbono ou outro instrumento (p. ex. cromatdgrafo de gds) para a determinacdo do carbono
inorganico;

¢) seringas de elevada precisdo para amostras gasosas e liquidas;

&

agitador orbital num ambiente com controlo de temperatura;

¢) fonte de ar isento de CO, — este ar pode ser preparado fazendo passar uma corrente de ar por granulos de
cal sodada ou utilizando uma mistura gasosa com 80 % N,/20 % 0, (opcional) (ver o ponto 28);

f) dispositivo de filtragio com membrana de porosidade 0,20-0,45 pm (opcional);

analisador de carbono orgénico (opcional).

®Q

Reagentes

Utilizar reagentes de qualidade analitica em todo o processo.

Agua

Deve utilizar-se dgua destilada ou desionizada com teor de carbono organico total ndo superior a 1 mg/l. Este
valor ndo excede 5% do teor de carbono organico inicial introduzido pela dose recomendada do produto
quimico em estudo.

Solugdes-mae para o meio de sais minerais

As solugdes-mie e o meio de sais minerais sdo semelhantes aos utilizados nos ensaios ISO 14593 (16) e C.4
("Biodegradabilidade 'facil") (20). A utilizagdo de uma concentra¢do mais elevada de cloreto de aménio (2,0 g/l
em vez de 0,5 gfl) s6 é necessdria em casos muito excecionais, por exemplo, se a concentragio do produto
quimico em estudo exceder 40 mg de C[l. As solu¢des-méde devem ser armazenadas com refrigeracdo e elimi-
nadas ap0s seis meses (ou antes, se existirem indicios de precipitagdo ou de crescimento microbiano). Preparar as
seguintes solugdes-mae:



L 81/220

Jornal Oficial da Unido Europeia

19.3.2014

19.

20.

21.

22.

a) di-hidrogenofosfato de potdssio (KH,PO,) 8,50g
hidrogenofosfato de dipotdssio (K,HPO,) 21,75g
hidrogenofosfato de dissédio di-hidratado (Na,HPO,.2H,0) 33,40g
cloreto de aménio (NH,Cl) 0,50g

Dissolver em dgua e ajustar para 1 litro. O pH desta solu¢do deve ser de 7,4 (+ 0,2). Se tal ndo for o caso,
preparar uma solucdo nova;

b) cloreto de cdlcio di-hidratado (CaCl,.2H,0) 36,40g
Dissolver em dgua e ajustar para 1 litro;
¢) sulfato de magnésio hepta-hidratado (MgSO,.7H,0) 22,50g
Dissolver em dgua e ajustar para 1 litro;
d) cloreto de ferro (Il) hexa-hidratado (FeCl;.6H,0) 0,25g
Dissolver em dgua e ajustar para 1 litro, adicionando de seguida uma gota de dcido concentrado.

Preparagdo do meio de sais minerais

Dissolver 10 ml de solugdo (a) em cerca de 800 ml de dgua (ponto 17), adicionando de seguida 1 ml das
solucdes (b), (c) e (d), e ajustar o volume para 1 litro com dgua (ponto 17).

Outros reagentes

Acido ortofosférico (H;PO,) concentrado (> 85 %, em massa por volume).

Solugdo de hidréxido de sédio 7 M

Dissolver 280 g de hidréxido de sédio (NaOH) em 1 litro de dgua (ponto 17). Determinar a concentragdo de
carbono inorgénico dissolvido da solugdo e ter em conta este valor no célculo do resultado do ensaio (ver os
pontos 55 e 61), nomeadamente a luz do critério de validade que consta do ponto 66, alinea b). Se a
concentracdo de carbono inorganico dissolvido for demasiado elevada, preparar uma solugdo nova.

Produto quimico em estudo

Preparar uma solugdo-mde de um produto quimico suficientemente hidrossoltivel, em dgua (ponto 17) ou no
meio de ensaio (ponto 19), a uma concentragdo de preferéncia 100 vezes superior a concentragdo final a utilizar
no ensaio; pode ser necessério ajustar o pH da solu¢do-mde. Esta solugdo deve ser adicionada ao meio mineral,
de modo a obter uma concentracdo final de carbono organico compreendida entre 2 e 40 mg C/l (de preferéncia
20 mg C/). A utilizagdo de concentracdes inferiores a estas pode comprometer a precisdo dos resultados. Os
produtos quimicos liquidos soldveis e insoliveis podem ser diretamente introduzidos nos recipientes por meio
de seringas de alta precisio. Os produtos quimicos pouco soliiveis e insoliveis podem exigir um tratamento
especial (25). As opg¢des nesta matéria sdo as seguintes:

a) adicio direta de quantidades pesadas conhecidas;
b) dispersdo por meio de ultrassons antes da adigdo;

¢) dispersdo com o auxilio de agentes emulsionantes, sendo necessario determinar antes da adi¢do se os mesmos
tém efeitos inibidores ou estimulantes da atividade microbiana;

d) adsor¢do do produto quimico liquido, ou de uma solucdo num solvente volitil adequado, num meio ou
suporte inerte (por exemplo, filtro de fibra de vidro), seguida de evaporagdo do solvente, se utilizado, e adi¢do
direta de quantidades conhecidas;

€) colocagdo no recipiente de ensaio vazio de um volume conhecido de uma solu¢do do produto quimico em
estudo num solvente muito volétil, seguida de evaporacdo do solvente.
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E necessdrio verificar se os agentes ou solventes utilizados nas alineas c), d) e €) tém efeitos estimulantes ou
inibidores da atividade microbiana — ver o ponto 42, alinea b).

Produto quimico de referéncia

Preparar uma solucdo-mde do produto quimico (soltvel) de referéncia em dgua (ponto 17), com uma concen-
tracdo, de preferéncia, 100 vezes superior a concentragdo final a utilizar no ensaio (20 mg C/l).

Verificagio da inibigdo

Frequentemente, os produtos quimicos estudados ndo sofrem degradagdo significativa nas condigdes utilizadas
nas avaliacdes de biodegradabilidade "ficil". Uma das causas possiveis deste facto reside no efeito inibidor, para o
inéculo, do produto quimico em estudo, as concentragdes em que ¢é utilizado no ensaio. A verificagio da
inibicdo pode ser incluida no procedimento de ensaio, para facilitar a identificacdo (a posteriori) da inibicdo
como causa possivel ou fator contribuinte. A verificacdo da inibicdo também permite excluir essas interferéncias
e demonstrar que a auséncia de degradacdo ou a ocorréncia de uma degradagdo ligeira é apenas atribuivel a
condigdes de ensaio pouco propicias & agdo microbiana. A fim de obter informagdes sobre a toxicidade do
produto quimico em estudo para microrganismos (aerébios), preparar uma solucdo, no meio de ensaio, do
produto quimico em estudo e do produto quimico de referéncia (ponto 19), cada um nas concentracdes
utilizadas no ensaio (ver os pontos 22 e 23).

Indculo

O indculo pode ter vérias origens: lamas ativadas, efluentes de dguas residuais (ndo clorados), 4guas de superficie
e solos ou uma mistura destes (20). A atividade de biodegradagdo da fonte do inéculo deve ser verificada por
recurso a um produto quimico de referéncia. Independentemente da fonte, ndo devem ser utilizados microrga-
nismos anteriormente expostos ao produto quimico em estudo para ensaios de determinagdo da biodegradabi-

lidade "facil".

Atencdo: As lamas ativadas, e as dguas residuais ou os efluentes de dguas residuais, contém organismos
patogénicos, pelo quem devem ser manipulados com cuidado.

De acordo com a experiéncia adquirida, o volume 6timo de in6culo satisfaz as seguintes condigdes:
— ¢ suficiente para proporcionar uma atividade de biodegradagio adequada,

— degrada o produto quimico de referéncia na percentagem estabelecida (ver o ponto 66),

— origina 102 a 10° unidades formadoras de colénias por mililitro, na mistura final,

— origina, em geral, uma concentracdo de 4 mg/l de sélidos em suspensdo na mistura final quando se utilizam
lamas ativadas; é possivel utilizar concentracdes até 30 mg/l, que podem, contudo, aumentar significativa-
mente a produgdo de CO, nos ensaios em branco (26),

— representa menos de 10 % da concentracdo inicial de carbono orgéanico introduzida pelo produto quimico
em estudo,

— ¢, geralmente, da ordem de 1-10 ml por litro de solugdo de ensaio.

Lamas ativadas

As lamas ativadas sdo recolhidas do frasco no tanque de arejamento de uma estagdo de tratamento de dguas
residuais, ou unidade a escala laboratorial, que trate essencialmente esgotos domésticos. Se necessdrio, as
particulas grosseiras devem ser removidas por crivagem (p. ex., através de um crivo de malha de 1 mm?); as
lamas devem ser mantidas em condigdes aerdbias até a sua utilizagdo.

Em alternativa, ap6s a remocdo das particulas grosseiras eventualmente presentes, deixar sedimentar ou cen-
trifugar (por exemplo, a 1 100 g durante 10 minutos). Remover o liquido sobrenadante. As lamas podem ser
lavadas na solugdo de sais minerais. Preparar uma suspensdo das lamas concentradas no meio de sais minerais,
de forma a obter uma concentragio de 3-5g de sélidos em suspensdofl. Proceder de seguida ao arejamento
enquanto for necessario.

As lamas devem ser obtidas numa estacdo de tratamento convencional em bom estado de funcionamento. Se
forem obtidas numa estagdo de tratamento de débito elevado ou se nelas se admitir a presenga de inibidores,
devem ser lavadas. Apds obter uma mistura homogénea, deixar sedimentar ou centrifugar as lamas repostas em
suspensdo, rejeitar o sobrenadante e preparar nova suspensdo das lamas lavadas num novo volume de meio de
sais minerais. Repetir este procedimento até que as lamas possam considerar-se isentas de substrato em excesso
ou de inibidor.

Quando a nova suspensdo estiver preparada, ou no caso de se utilizarem lamas ndo tratadas, colher uma
amostra imediatamente antes da utilizacdo, para determinar a massa seca dos sélidos em suspensdo.



L 81/222

Jornal Oficial da Unido Europeia

19.3.2014

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

A homogeneizagdo das lamas ativadas (3-5 g de s6lidos em suspensdofl) constitui uma alternativa. Tratar as
lamas num misturador de Waring durante dois minutos, a velocidade média. Deixar sedimentar a mistura de
lamas durante 30 minutos ou, se necessdrio, por um periodo mais longo, e decantar o liquido, para utilizagdo
das lamas como inéculo na propor¢do de 10 mg/l de meio de sais minerais.

E possivel obter uma redugio ainda maior do CO, libertado no ensaio em branco através do arejamento das
lamas durante a noite com ar isento de CO,. Utilizar como inéculo no presente ensaio 4 mg de sélidos das
lamas ativadas por litro (13).

Efluente secunddrio de dguas residuais

Em alternativa, o inéculo pode ser colhido num efluente secunddrio de uma estacdo de tratamento, ou unidade a
escala laboratorial, que trate essencialmente esgotos domésticos. Manter a amostra em condi¢des aerdbias e
utilizar no dia da colheita, ou efetuar um pré-acondicionamento, se necessdrio. Deve utilizar-se um filtro para
remover as particulas grosseiras do efluente, determinando-se também o pH.

Para reduzir o teor de carbono inorganico do filtrado, borbulha-se neste ar isento de CO, — ponto 15, alinea ¢)
— durante 1 h, mantendo o pH a 6,5 com o auxilio de dcido ortofosférico (ponto 20). O pH inicial é reposto
com o auxilio de uma soluc¢do de hidréxido de sédio (ponto 21); ap6s sedimentagdo durante cerca de 1 h, toma-
-se uma aliquota do sobrenadante para inoculagdo. Este procedimento permite reduzir o teor de carbono
inorganico do indculo. Por exemplo, quando se utiliza como in6culo o volume méximo recomendado de
efluente filtrado borbulhado (100 ml) por litro, a quantidade de carbono inorganico presente nos recipientes
de ensaio em branco é da ordem de 0,4 a 1,3 mg/l (14), o que representa 2 % a 6,5 % do carbono do produto
quimico em estudo, relativamente a uma concentracdo de 20mg Cfl, ¢ 4% a 13 %, relativamente a uma
concentracdo de 10 mg C/l.

Aguas de superficie

Colher uma amostra de uma dgua de superficie adequada. A amostra deve ser mantida em condigdes aerébias e
ser utilizada no dia da colheita. Se necessdrio, deve ser concentrada por filtragdo ou centrifugacdo. O volume de
inéculo a utilizar em cada recipiente de ensaio deve satisfazer as condigdes enunciadas no ponto 26.

Solos

Colhe-se uma amostra de um solo adequado, a uma profundidade ndo superior a 20 cm. Deve remover-se da
amostra pedras, restos vegetais e invertebrados, apos o que a amostra é peneirada através de uma malha de
2 mm (se a amostra estiver demasiado hiimida para ser peneirada de imediato, secd-la parcialmente ao ar para
facilitar a operacdo). A amostra deve ser mantida em condi¢des aerdbias e ser utilizada no dia da colheita (se for
transportada num saco de polietileno negro ndo hermético, pode ser armazenada nesse saco, a uma temperatura
de 2 a 4°C, pelo periodo mdximo de um més).

Pré-acondicionamento do indculo

Os in6culos podem ser pré-acondicionados para as condigdes experimentais, mas ndo podem ser pré-adaptados
ao produto quimico em estudo. O pré-acondicionamento pode reduzir a libertagdo de CO, nos recipientes de
ensaio em branco. A operagdo consiste em arejar as lamas ativadas, durante cinco a sete dias, com ar himido
isento de CO,, a temperatura de ensaio, apds diluicdo para 30 mg/l no meio de ensaio.

PROCEDIMENTO
Niimero de frascos

O ndmero de frascos — ponto 15, alinea a) — necessdrios depende da frequéncia das andlises e da duragdo do
ensaio.

Recomenda-se a andlise de frascos em triplicado apds um niimero suficiente de periodos, de modo a permitir a
identificagdo do periodo de 10 dias. Devem também analisar-se, pelo menos, cinco frascos — ponto 15, alinea
a) — das séries a), b) e ¢) (ver o ponto 42), no final do ensaio, para permitir o cdlculo de intervalos de confianca
de 95 % para a percentagem média de biodegradagio.

Meio inoculado

O inéculo ¢ utilizado numa concentragio de 4 mg de sdlidos secos de lamas ativadas por litro. Preparar,
imediatamente antes da utilizagdo, uma quantidade suficiente de meio inoculado, por exemplo, adicionando
2 ml de lamas ativadas sujeitas a um tratamento adequado (pontos 27 a 32), a concentragdo de 2 000 mgfl, a 1
litro de meio de sais minerais (ponto 19). Se forem utilizados efluentes secunddrios de dguas residuais, adicionar
100 ml de efluente (ponto 33) a 900 ml de meio de sais minerais (ponto 19) e diluir para 1 litro com o meio.
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Preparacio dos frascos

Coloca-se aliquotas de meio inoculado em séries de frascos replicados, de forma a obter uma proporcio espaco
livre[liquido de 1:2 (colocar, por exemplo, 107 ml em frascos de 160 ml de capacidade). Pode utilizar-se outras
proporcdes, atendendo, contudo, as recomendacdes que constam do ponto 11. Qualquer que seja o tipo de
indculo utilizado, deve assegurar-se que o meio inoculado estd devidamente homogeneizado, tendo em vista a
sua distribui¢do uniforme nos frascos de ensaio.

Prepara-se as seguintes séries de frascos — ponto 15, alinea a):

a) recipientes de ensaio (assinalados por Fp), que contém o produto quimico em estudo;

=

recipientes de ensaio em branco (assinalados por Fy) que contém apenas o meio de ensaio e o inéculo; devem
adicionar-se também quaisquer produtos quimicos, solventes, agentes ou filtros de fibra de vidro utilizados
para a introdu¢do do produto quimico em estudo nos recipientes de ensaio;

¢) recipientes para controlo do processo (assinalados por F(), que contém o produto quimico de referéncia;

d) se necessirio, recipientes destinados a verificagdo do possivel efeito inibidor do produto quimico em estudo
(assinalados por Fy), que contém este e o produto quimico de referéncia nas mesmas concentragdes que,
respetivamente, os frascos Fp e Fe (ponto 24);

¢) recipientes (assinalados por Fg) destinados a verificagdo da possivel degradacio abiética, preparados como
descrito na alinea a), mas contendo, além disso, 50 mg/l de HgCl, ou esterilizados por outros meios (por
exemplo, tratamento em autoclave).

Os produtos quimicos em estudo e de referéncia hidrossoliiveis sdo adicionados na forma de solugdes-maée
aquosas (pontos 22, 23 ¢ 24), de modo a obter uma concentragdo de 10 a 20 mg C/L.

Os produtos quimicos em estudo e de referéncia insoliiveis em dgua sdo introduzidos nos frascos de diversas
formas — ver o ponto 22, alineas a)-e) —, consoante a sua natureza, antes ou depois da adi¢gdo do meio
inoculado, em funcdo do método de tratamento do produto quimico em estudo. Se for utilizado um dos
métodos indicados no ponto 22, alineas a) a e), os frascos Fy — ponto 42, alinea b) — devem ser tratados
de forma idéntica, mas sem o produto quimico em estudo e o produto quimico de referéncia.

Os produtos quimicos em estudo voldteis devem ser injetados nos frascos selados (ponto 47) com o auxilio de
uma microsseringa. A dose é calculada com base no volume injetado ¢ na densidade do produto.

Quando necessdrio, deve acrescentar-se dgua aos recipientes, de forma que o volume de liquido seja idéntico em
todos eles. Deve garantir-se que a razdo entre o espago livre e o volume de liquido (geralmente 1:2), bem como
a concentra¢do do produto quimico em estudo, sejam tais que a quantidade de oxigénio presente no espago livre
seja suficiente para permitir a biodegradagdo completa.

Seguidamente, todas as garrafas sdo seladas, por exemplo, com rolhas de borracha butilica e cdpsulas de
aluminio. Os produtos quimicos em estudo voldteis devem ser introduzidos nesta fase (ponto 45). Caso se
pretenda monitorizar o decréscimo da concentracdo de COD da solucdo de ensaio e efetuar andlises da concen-
tracdo inicial de carbono inorganico — controlos "estéreis"; ponto 42, alinea e) — ou outras determinacdes,
colher uma amostra adequada do recipiente de ensaio. O recipiente de ensaio e o seu contetido sdo, em seguida,
eliminados.

Os frascos selados sdo colocados num agitador rotativo — ponto 15, alinea d) —, com uma agitagdo suficiente
para manter o conteddo homogeneizado e em suspensdo (por exemplo, 150 a 200 rpm), e incubados, no
escuro, a temperatura de 20 °C £ 1 °C.

Amostragem

O padrio de amostragem depende do perfodo de laténcia e da taxa cinética de biodegradagio do produto
quimico em estudo. Retiram-se frascos para andlise no dia da colheita de amostras, que deve ocorrer, pelo
menos, uma vez por semana, ou, caso se pretenda obter uma curva de degradagio completa, com uma
frequéncia superior (por exemplo, duas vezes por semana). Retira-se do agitador o niimero necessédrio de frascos
replicados, designadamente Fp, Fy e F¢ e, se for caso disso, F; e Fg (ver o ponto 42). O ensaio prolonga-se,
geralmente, por 28 dias. Se a curva de biodegradagdo exibir um patamar antes do 28.° dia, o ensaio pode ser
concluido. Colher, para andlise, amostras dos cinco frascos reservados para o 28.° dia e utilizar os resultados
para calcular os limites de confianca ou o coeficiente de variacdo da percentagem de biodegradagdo. Os frascos
respeitantes ao controlo da inibigdo e da degradagdo abidtica ndo necessitam de amostragem tdo frequente
quanto os restantes frascos; basta colher amostras no 1.° e no 28.° dia.
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Andlise do carbono inorganico

A produgdo de CO, nos frascos é determinada através da medi¢do do aumento da concentragio de carbono
inorganico (CI) durante a incubagdo. Recomendam-se dois métodos para a medi¢do da quantidade de carbono
inorganico produzida no ensaio, que se descrevem a seguir. Dado que os métodos podem conduzir a resultados
ligeiramente diferentes, deve ser utilizado apenas um deles por série de ensaios.

O método a) é recomendado se for provédvel que o meio contenha residuos, nomeadamente, de filtros de fibra de
vidro efou de produtos quimicos em estudo insoliveis. Caso ndo se disponha de um analisador de carbono, esta
andlise poderd ser realizada por recurso a um cromatdgrafo em fase gasosa. E importante que os frascos se
encontrem a temperatura de ensaio, ou a uma temperatura proxima desta, quando se procede a anilise do gs
presente no espago livre. O método b) pode ser de utilizagio mais fdcil para os laboratdrios que utilizam
analisadores de carbono para determinar o carbono inorganico. £ importante que a solugio de hidréxido de
sodio (ponto 21) utilizada para converter o CO, em carbonato seja preparada na altura ou que o seu teor de
carbono inorganico seja conhecido, a fim de que este pardmetro possa ser tido em conta no cdlculo dos
resultados dos ensaios — ver o ponto 66, alinea b).

Método a): acidificagdo a pH <3

Antes de efetuar cada série de anélises, o analisador de carbono inorganico é calibrado utilizando uma substincia
com um teor-padrdo de carbono inorgdnico — por exemplo, mistura a 1 % (m/m) de CO, em N,. Injeta-se
dcido ortofosférico concentrado (ponto 20) através do septo de cada frasco de amostra, de forma a reduzir o pH
do meio para menos de 3 (adicionar, por exemplo, 1 ml a 107 ml de meio de ensaio). Os frascos sio entdo
recolocados no agitador. Apds agitagdo durante uma hora a temperatura de ensaio, os frascos sio removidos do
agitador, colhendo-se aliquotas (por exemplo, 1 ml) de gds no espaco livre de cada frasco, que se injetam no
analisador de carbono inorgédnico. As concentragdes de carbono inorganico sdo registadas em mg C/L.

O principio deste método reside em que, apds acidificagdo a pH < 3 e equilibrio a 20 °C, a constante de particdo
do CO, entre as fases gasosa e liquida nos frascos de ensaio, determinada em termos de concentragio, ser de 1,0
(13). Este facto deve ser comprovado, para o sistema de ensaio, pelo menos uma vez, do seguinte modo:

Preparar frascos com teores de carbono inorganico de 5 e 10 mg/l, por recurso a uma solucdo de carbonato de
s6dio (Na,CO;) anidro em dgua isenta de CO,, preparada por acidificacio de dgua a pH 6,5 com dcido
ortofosforico concentrado (ponto 20), na qual se fez borbulhar, de um dia para o outro, ar isento de CO,, e
se neutralizou depois o pH com 4lcalis. Assegurar que a propor¢do entre o espaco livre e o volume de liquido é
a mesma que nos ensaios (por exemplo, 1:2). Acidificar e deixar estabilizar do modo descrito no ponto 52,
determinando de seguida as concentragdes de carbono inorgdnico no espago livre e na fase liquida. Verificar se
as concentragdes sdo iguais, dentro dos limites do erro experimental. Se ndo forem, o operador deve reexaminar
os procedimentos. Ndo é necessdrio verificar em cada ensaio a particdo do carbono inorgnico entre as fases
gasosa e liquida. A verificacdo pode, em geral, ser efetuada aquando da calibracdo.

Caso se pretenda determinar a remoc¢do do COD (apenas no caso de produtos quimicos soldveis em dgua),
devem colher-se amostras da fase liquida de frascos distintos (ndo acidificados), que sdo filtradas por uma
membrana e injetadas no analisador de COD. Estes frascos podem ser utilizados para outras andlises, consoante
necessario, com o objetivo de determinar a biodegradagdo primdria.

Método b): conversio de CO, a carbonato

Antes de cada série de andlises, o analisador de carbono inorganico € calibrado com um padrdo adequado — por
exemplo, uma solugdo de bicarbonato de sédio (NaHCO;) em dgua isenta de CO, (ver o ponto 53), na gama de
concentra¢des de carbono inorganico de 0 a 20 mg/l. Injeta-se através do septo de cada frasco no qual se colhe
uma amostra uma solugdo de hidréxido de sédio 7 M (ponto 21) — por exemplo, 1 ml em 107 ml de meio —,
sendo esses frascos agitados durante 1 h a temperatura de ensaio. Utilizar a mesma solu¢do de NaOH em todos
os frascos retirados num determinado dia, mas ndo obrigatoriamente em todas as colheitas destas amostras ao
longo do ensaio. Se forem necessarios valores absolutos de concentragdes de carbono inorganico das amostras
em branco quando de todas as colheitas de amostras, é necessirio determinar o teor de carbono inorgénico da
solucdo de NaOH em cada utilizagdo. Remover os frascos em causa do agitador e colocd-los em repouso. Retirar
com uma seringa volumes adequados (por exemplo, 50 a 1 000 pl) da fase liquida de cada frasco. Injetar as
amostras no analisador de carbono inorganico, registando as concentragdes deste obtidas. Deve assegurar-se que
o aparelho é adequado as amostras alcalinas produzidas no presente método.

O principio do método reside em que, apds a adicdo de solugdo alcalina e a agitagdo, o teor de carbono
inorganico no espaco livre ¢ insignificante. Este facto deve ser comprovado para cada sistema de ensaio pelo
menos uma vez, por recurso a padrdes de carbono inorganico, mediante a adi¢do de uma solucdo alcalina,
estabilizagdo e a determinagdo da concentragdo de carbono inorganico no espaco livre e nas fases liquidas (ver o
ponto 53). A concentragdo no espaco livre deve ser praticamente nula. Ndo € necessdrio verificar a absor¢do
quase completa do CO, em cada ensaio.

Caso se pretenda determinar a remog¢do do COD (apenas no caso de produtos quimicos soldveis em dgua),
devem colher-se amostras da fase liquida de frascos distintos sem solugdo alcalina adicionada, que sdo filtradas
por uma membrana e injetadas no analisador de COD. Estes frascos podem ser utilizados para outras andlises,
consoante necessdrio, com o objetivo de determinar a biodegradabilidade primdria.
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58.

59.

60.

DADOS E RELATORIOS
Célculo dos resultados

Pressupondo que a mineralizacio do produto quimico em estudo em CO, é de 100 %, o teor de carbono
inorganico tedrico (CITe) superior ao produzido nos frascos de ensaio em branco ¢ igual ao COT adicionado a
cada frasco no inicio dos ensaios, isto é:

CITe = COT.

A massa total (mg) de carbono inorgénico (CIT) em cada frasco é:

CIT = (mg C na fase liquida + mg C no espago livre) = (V; x C}) + (Vg x Cy) Equagdo 1

em que:

Vi = volume de liquido no frasco (litros);
C. = concentra¢do de carbono inorganico no liquido (mg/l, expressa em carbono);
Vy = volume do espaco livre (litros);

Cy = concentragdo de carbono inorganico no espago livre (mg/l, expressa em carbono).

O célculo do CIT em ambos os métodos de andlise utilizados para a determinac¢do do carbono inorganico no
presente ensaio ¢ descrito nos pontos 60 e 61. A percentagem de biodegrada¢do (% D), em ambos os casos, é
dada por:

TIC, — TI
( Ce Cb)><10

%D —
? TOC

0 Equagao 2

em que:
CIT, = mg de CIT no frasco de ensaio, no instante t;
CIT, = mg de CIT (em média) nos frascos de ensaio em branco, no instante t;
COT = mg de COT almente no recipiente de ensaio.

A percentagem de biodegradacdo (% D) é calculada para os frascos de ensaio (Fy), de referéncia (F() e, caso
tenham sido incluidos, de controlo da inibicdo (F), com base nas quantidades respetivas de CIT produzidas até
ao instante da colheita de cada amostra.

Caso se observe um aumento significativo do teor de CIT nos frascos de controlo estéreis (Fg) no periodo de
ensaio, pode concluir-se ter ocorrido degradagdo abiética do produto quimico em estudo, devendo este facto ser
tido em conta no cdlculo do pardmetro D na equacio 2.

Acidificacdo para pH <3

Uma vez que a acidificacdo para pH < 3 e o posterior equilibrio resultam na uniformizacio da concentragdo de
carbono inorgénico total nas fases gasosa e liquida, apenas é necessdrio determinar a concentragdo de carbono
inorganico na fase gasosa. Aplica-se a equagdo 1 CIT = (V| + V) x Cy = Vi x Cy, em que V é o volume do
frasco de soro.
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61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

Conversio do CO, em carbonato

No presente método, os célculos sdo realizados como na equacdo 1, sem ter em conta a quantidade insigni-
ficante de carbono inorganico na fase gasosa, ou seja, Vy x Cy = 0 e CIT = V| x (.

Expressdo dos resultados

A curva de biodegradacdo é obtida através da representagdo gréfica da percentagem de biodegradagio (D) em
funcdo do tempo de incubagdo, indicando-se, se possivel, a fase de laténcia, a fase de degradagdo, o periodo de
10 dias e a fase de patamar, que ¢ a fase na qual jd se atingiu a degradacdo médxima e a curva de biodegradacio
estabilizou. Se forem obtidos resultados compardveis (diferenga inferior a 20 %) para os recipientes de ensaio em
paralelo, Fr, representa-se graficamente uma curva média (ver o apéndice 2, figura 1); se tal ndo for o caso,
representam-se as curvas relativas a cada recipiente. Determina-se o valor médio da percentagem de biodegra-
dacdo na fase de patamar ou identifica-se o valor mais elevado da mesma (por exemplo, quando a curva comeca
a infletir, na fase de patamar), mas, neste dltimo caso, é importante verificar se o valor em causa ndo é andémalo.
No relatério dos ensaios, este nivel mdximo de biodegradacio deve ser expresso como "grau de biodegradagio
do produto quimico em estudo". Se o niimero de recipientes de ensaio se tiver revelado insuficiente para definir
uma fase de patamar, utilizam-se os dados determinados no dltimo dia do ensaio para calcular um valor médio.
Este valor (média de cinco replicados), serve de indicador da precisio de determinacdo da percentagem de
biodegradacdo. Indicar também o valor obtido no final do periodo de 10 dias.

Representar, do mesmo modo, a curva correspondente ao produto quimico de referéncia (F), bem como, se for
caso disso, a curva relativa ao controlo da eliminacdo abiética (Fg) e a curva relativa ao controlo da inibicdo (Fy).

Registar os teores de carbono inorganico total presentes nos ensaios em branco (Fg), bem como, se for caso
disso, os teores de CIT presentes nos frascos Fg (controlo da eliminacdo abidtica).

Calcular a degradacdo (D) para os recipientes F; a partir do rendimento tedrico de carbono inorganico previsto
apenas com base no componente de referéncia da mistura. Se, no dia 28, [(Dg¢ (') — Dy (3))/Dgc] x 100 > 25 %,
pode presumir-se que o produto quimico em estudo inibe a atividade do inéculo, facto que permite justificar os
valores reduzidos de Dy obtidos nas condigdes de ensaio. Neste caso, pode repetir-se 0 ensaio com uma
concentracdo mais baixa, reduzindo, de preferéncia, o CID no indculo e o CIT formado nos ensaios em branco,
dado que, se assim ndo for, a reducdo da concentracdo reduzird a precisio do método. Em alternativa, pode
utilizar-se outro indculo. Se, no frasco Fg (controlo da eliminacdo abidtica), se observar um aumento significativo
(> 10 %) da quantidade de CIT, é possivel que tenham ocorrido processos de degradacio abidtica.

Validade dos resultados

Um ensaio é considerado vélido se:

a) a percentagem média de degradagdo nos recipientes que contém o produto quimico de referéncia (Fc) for
superior a 60 % até ao 14.° dia de incubacio; e

b) a quantidade média de CIT presente nos ensaios em branco (Fg) no final do ensaio for superior a 3 mg C/l.

Se estes valores-limite ndo forem satisfeitos, repetir o ensaio com um indculo proveniente de outra fonte e/ou
rever os procedimentos utilizados. Por exemplo, caso se registe uma elevada produgdo de carbono inorganico no
ensaio em branco, deve seguir-se o procedimento indicado nos pontos 27 a 32.

Se o produto quimico em estudo ndo gerar 60 % do teor de carbono inorganico tedrico e tiver sido demons-
trado que ndo tem efeitos inibidores (ponto 65), pode repetir-se o ensaio com uma concentracdo mais elevada
de in6culo (até 30 mg de lamas ativadas por litro e 100 ml de efluente por litro) ou com in6culos provenientes
de outras fontes, nomeadamente nos casos em que a degradagdo se tenha situado na gama de 20 a 60 %.

Interpretagio dos resultados

A obtencdo de uma biodegradagdo superior a 60 % do carbono inorganico teérico no periodo de 10 dias do
presente ensaio demonstra que o produto quimico em estudo é facilmente biodegraddvel em condi¢des aerdbias.

Se o referido valor de 60 % ndo for atingido, determinar o pH no meio presente nos frascos que ndo tenham
sido acidificados nem alcalinizados; um valor inferior a 6,5 pode indicar a ocorréncia de nitrificacdo. Nesse caso,
repetir o ensaio com uma solugdo-tampdo de concentragdo mais elevada.

(") Percentagem de degradacdo nos recipientes Fe, que contém a substancia de referéncia.
(%) Percentagem de degradagdo nos recipientes F;
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Relatério dos ensaios

70. Elaborar um quadro com a percentagem de degradagdo para cada frasco de ensaio (Fy), de referéncia (F¢) e, se for
caso disso, de controlo da inibi¢do (F)), para cada dia de colheita de amostras. Se forem obtidos resultados
comparéveis para os frascos replicados, tragar a curva da percentagem média de degradacio (% D) em fungdo do
tempo. Registar o CIT nos frascos correspondentes aos ensaios em branco (Fg) e aos controlos estéreis (Fg), bem
como o COD efou outros parametros, além da percentagem de remocio.

71. Determinar o valor médio da percentagem de degradacdo na fase de patamar, ou utilizar o valor mais elevado, se
a curva de biodegradagio comecar a infletir na fase de patamar, e apresentar um deles como "grau de
biodegradacio do produto quimico em estudo”. Neste dltimo caso, importa garantir que o valor mais elevado
ndo é um resultado anémalo.

72. O relatorio do ensaio deve incluir as seguintes informagdes:
Produto quimico em estudo:

— denominagdo comum, denomina¢do quimica, niimero CAS, férmula estrutural e propriedades fisico-quimicas
pertinentes,

— grau de pureza do produto quimico (presenca de impurezas).
Condicdes experimentais:
— referéncia ao presente método,

— descri¢do do sistema de ensaio utilizado (por exemplo, volume dos recipientes, propor¢io espaco livre/
[volume de liquido, método de agitagdo, etc.),

— introdugdo do produto quimico em estudo e do produto quimico de referéncia no sistema de ensaio:
concentracdo de ensaio utilizada, e quantidade de carbono introduzida, em cada frasco de ensaio, bem
como os solventes eventualmente utilizados,

— pormenores relativos ao indculo utilizado, bem como a qualquer pré-tratamento e pré-acondicionamento,
— temperatura de incubacdo,
— validagdo do principio de andlise do carbono inorganico,

— principais caracteristicas do analisador de carbono inorgdnico (e de quaisquer outros métodos analiticos
utilizados),

— ntimero de replicados.
Resultados:
— dados ndo tratados e valores de biodegradabilidade calculados, na forma de quadros,

— gréfico da percentagem de degradacdo em funcdo do tempo, para o produto quimico em estudo e o produto
quimico de referéncia, fase de laténcia, fase de degradacdo, periodo de 10 dias e declive,

— percentagem de remocio na fase de patamar, no final do ensaio e apds o periodo de 10 dias,
— motivos de uma eventual rejeicdo de resultados dos ensaios,
— quaisquer outros factos relevantes ligados ao procedimento seguido,

— discussdo dos resultados.
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Apéndice 1
ABREVIATURAS E DEFINICOES
CI: carbono inorgénico.

CO,Te: o di6xido de carbono teérico (mg) ¢ a quantidade calculada do didxido de carbono que seria produzido a partir
do teor de carbono medido ou conhecido do produto quimico em estudo, quando totalmente mineralizado; também
pode ser expresso em mg de diéxido de carbono libertado por mg de produto quimico em estudo.

COD: o carbono organico dissolvido é o carbono organico presente na solugdo ou que passa através de um filtro de 0,45
micra ou que permanece no sobrenadante apés centrifugagdo a cerca de 4 000 g (aproximadamente 40 000 ms™2) durante
15 minutos.

CID: carbono inorganico dissolvido.
CITe: carbono inorganico tedrico.
CIT: carbono inorgénico total.

Facilmente biodegradavel: classificacio arbitrdria atribuida aos produtos quimicos que satisfazem os critérios de deter-
minados ensaios especificos de verificagdo da biodegradabilidade total; dado o grau de exigéncia destes ensaios, presume-
-se que esses produtos quimicos sdo facil e completamente biodegradados num ambiente aqutico, em condi¢des aerébias.

Periodo de dez dias: periodo de dez dias imediatamente apds ter sido alcancado o nivel de biodegradagio de 10 %.

Biodegradabilidade inerente: classificacdo atribuida aos produtos quimicos para os quais existem provas inequivocas de
biodegradagio (primdria ou total) num ensaio de biodegradabilidade.

Biodegradacio aerdbia total: nivel de degradacdo alcancado quando o produto quimico em estudo € totalmente
consumido pelos microrganismos, produzindo didxido de carbono, dgua, sais minerais e novos componentes celulares
microbianos (biomassa).

Mineralizagdo: degradacio completa de um produto quimico organico em CO, e H,0, em condi¢des aerdbias, ou em
CH,, CO, e H,0, em condicdes anaerébias.

Fase de laténcia: periodo que decorre do inicio do ensaio até a aclimatacdo efou adaptagdo dos microrganismos
responsdveis pela degradagdo e ao surgimento de um grau detetdvel de biodegradacdo do produto quimico ou matéria
orgdnica em estudo (p. ex. 10 % da biodegradacdo tedrica mdxima, ou menos, consoante a precisdo da técnica de
medicio).

Fase de degradacdo: periodo que decorre do final da fase de laténcia até ao momento em que se atinge 90 % da
degradacdo mdxima.

Fase de patamar: fase na qual ji se atingiu a degradacio méxima e a curva de biodegracio estabiliza.

Produto quimico em estudo: qualquer substincia ou mistura a qual seja aplicado o presente método de ensaio.
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Apéndice 2

Exemplo de curva de biodegradagio

Figura 1

Biodegradacio do 1-octanol no ensaio do CO, no espaco livre
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C.30. BIOACUMULACAO EM OLIGOQUETAS TERRESTRES

INTRODUCAO

1. Este método de ensaio é equivalente ao da Test Guideline 317 (TG 317) da OCDE (2010). Entre os métodos de
ensaio relativos ao destino ambiental, foram publicados, respetivamente em 1996 e em 2008, "Bioconcen-
tracdo: ensaio dindmico no peixe" — capitulo C.13 deste anexo (49) e "Bioacumulacio em oligoquetas
benténicos sedimentares” (53). A extrapolagdo dos dados de bioacumulagdo em meio aqudtico para organismos
terrestres como as minhocas € dificil, sendo impossivel. Sdo atualmente utilizados modelos de cdlculo baseados
na lipofilia do produto quimico — p. ex., 14 e 37 — para avaliar a bioacumulagio de produtos quimicos no
solo, tal como consta, por exemplo, do documento de orientacdo técnica da UE (19). A necessidade de um
método de ensaio aplicdvel ao compartimento especifico foi ji abordada — p. ex,, 55. Um tal método é
particularmente importante para avaliar o envenenamento secunddrio nas cadeias alimentares terrestres (4). Hd
diversos métodos de ensaio nacionais que tém por objeto a bioacumula¢do noutros organismos que ndo os
peixes — p. ex.,, 2 e 72. A American Society for Testing and Materials preparou um método de medigdo da
bioacumulagdo causada por solos contaminados em minhocas (Eisenia fetida, Savigny) e oligoquetas da familia
Enchytraeidae (3). Um método internacionalmente aceite para a determinagdo da bioacumulagio num solo
enriquecido com determinado produto quimico ird melhorar a avaliagdo dos riscos dos produtos quimicos
nos ecossistemas terrestres — p. ex., 25 e 29.

2. Os invertebrados gedfagos estdo expostos aos produtos quimicos presentes no solo. Entre eles, os oligoquetas
terrestres desempenham um papel importante na estrutura e na funcdo dos solos (15)(20). Vivem no solo ¢, em
parte, & superficie (sobretudo na manta morta) e representam frequentemente as espécies mais abundantes em
termos de biomassa (54). Por causarem bioturbacdo do solo e por servirem de presa, estes animais podem ter
grande influéncia na biodisponibilizacio de produtos quimicos a outros organismos predadores, quer inverte-
brados — p. ex., 4caros e coledpteros, cf. 64 —, quer vertebrados — p. ex., raposas e gaivotas, cf. 18 e 62. No
apéndice 5 sdo referidas algumas espécies de oligoquetas terrestres atualmente utilizadas em ensaios ecotoxi-
coldgicos.
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O guia da ASTM para ensaios laboratoriais de toxicidade do solo e de bioacumulagdo na minhoca Eisenia fetida e
no oligoqueta Enchytraeus albidus (3) fornece muitas informagdes essenciais e tteis para a execucdo deste método
de ensaio da bioacumulagdo no solo. Outros documentos referidos neste método de ensaio so o capitulo C.13
— "Bioconcentragdo: ensaio dindmico no peixe" (49) — deste anexo e o Test Guideline 315 da OCDE —
Bioaccumulation on Sediment-dwelling Benthic Oligochaetes (bioacumulacdo em oligoquetas bent6nicos sedimenta-
res), (53). Os resultados préticos referidos em estudos e publicagdes sobre bioacumulagdo no solo — p. ex., 1,
5,11, 12, 28, 40, 43, 45, 57, 59, 76, 78 ¢ 79 — sdo também uma importante fonte de informacdo para este
método de ensaio.

O método é maioritariamente aplicdvel a produtos quimicos organicos neutros e estdveis, que tém tendéncia
para ser adsorvidos no solo. Permite estudar a bioacumula¢do de compostos organometdlicos estdveis que se
associam ao solo e é também aplicdvel a metais e outros oligoelementos.

CONDICAO PREVIA

Para medir a bioacumulagdo de um produto quimico em oligoquetas terrestres, foram realizados ensaios com
metais pesados — p. ex., 63 — e com produtos quimicos orgdnicos persistentes que acusam valores de log K,
entre 3,0 e 6,0 — p. ex., 40. Esses ensaios também se aplicam a:

W

— produtos quimicos com log K, superior a 6,0 (superidrofébicos),

— produtos quimicos pertencentes a classes de produtos quimicos organicos com potencial reconhecido de
bioacumulagdo em organismos vivos (por exemplo, produtos quimicos tensioativos ou altamente adsorvi-
veis),

— produtos quimicos com potencial de bioacumulagdo dedutivel das suas caracteristicas estruturais (por
exemplo, andlogos de produtos quimicos com potencial de bioacumulagdo conhecido) e

— metais.

Antes de se iniciar o estudo, devem ser obtidos elementos identificativos do produto quimico em causa, como:
nome comum, denominagdo quimica (preferivelmente a denominagdo IUPAC), férmula estrutural, ndmero de
registo CAS, grau de pureza, precaugdes de seguranca, condi¢des de conservacdo adequadas e métodos de
andlise. Devem também ser conhecidos os seguintes dados:

a) solubilidade em dgua;

b) coeficiente de parti¢io octanol/dgua, K,

¢) coeficiente de particdo solo-dgua, expresso como K

d) pressdo de vapor;

e) degradabilidade (por exemplo, no solo e na dgua);

f) metabolitos conhecidos.

Podem ser utilizados no estudo produtos quimicos com ou sem marcagio radioativa. No entanto, para facilitar
a andlise, recomenda-se a utilizagdo dos primeiros. A decisdo deve ser tomada com base nos limites de dete¢io
ou na obrigatoriedade de medir o produto quimico parental e os seus metabolitos. Se for utilizado um produto
quimico com marcagdo radioativa e forem medidos os residuos radioativos totais, importa que os residuos com
marcador radioativo presentes quer no solo quer nos organismos em estudo sejam caracterizados em termos de
percentagem de produto quimico parental e de percentagens de produtos quimicos marcados ndo parentais —
por exemplo, em amostras recolhidas em estado estaciondrio ou no final da fase de absor¢do — para permitir
calcular o fator de bioacumulagdo (BAF) do produto quimico parental e dos metabolitos pertinentes deste no
solo (cf. ponto 50). O método aqui descrito poderd ter de ser modificado — por exemplo, a fim de se dispor de
biomassa suficiente — para medir produtos quimicos organicos sem marcagdo radioativa ou metais. Na
medicdo dos residuos radioativos totais (por contagem de cintilacdo em meio liquido apés extragdo, combustio
ou solubilizagdo dos tecidos), o fator de bioacumulacio baseia-se no produto quimico parental e nos metabo-
litos deste. O cédlculo do BAF deve preferencialmente ter por base a concentragdo do produto quimico parental
nos organismos ¢ os residuos radioativos totais. Seguidamente, por razdes de comparabilidade entre os resul-
tados dos diversos ensaios de bioacumulacdo, calcula-se a partir do BAF o fator de acumulagdo biota-solo
(BSAF), normalizado em relagdo ao teor de lipidos dos vermes e ao teor de carbono organico do solo.
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A toxicidade do produto quimico em estudo para as espécies utilizadas no ensaio deve ser conhecida: por
exemplo, a concentracido com efeitos (CE,) ou a concentragdo letal (CL,) relativas ao tempo de duracdo da fase
de absorgdo — p. ex., 19. A concentracio do produto quimico em estudo deve ser, preferencialmente, cerca de
1% da CLs, aguda assintdtica do mesmo e pelo menos dez vezes superior ao limite de detecdo do prosuto
quimico no solo pelo método de andlise utilizado. Se possivel, deve ser dada preferéncia a valores de toxicidade
derivados de estudos de longa duracdo a efeitos subletais (51)(52). Se ndo estiverem disponiveis tais dados, um
teste de toxicidade aguda dard informagdes dteis — p. ex., 23.

Deve dispor-se de um método de anélise adequado, com exatiddo, precisio e sensibilidade conhecidas, para
determinar quantitativamente o produto quimico nas solu¢des de ensaio, no solo e na matéria bioldgica,
juntamente com os pormenores da preparacdo e da armazenagem das amostras e as correspondentes fichas
de dados de segurancal. Devem também ser conhecidos os limites analiticos de detecdo do produto quimico no
solo e nos tecidos dos vermes. Se for utilizado no ensaio um produto quimico marcado com #C, devem ser
conhecidas a radioatividade especifica (em Bq.mol™) e a percentagem de radioatividade associada a impurezas.
A radioatividade especifica do produto quimico em estudo deve ser suficientemente clevada para facilitar as
andlises, e as concentracdes de ensaio ndo devem induzir efeitos toxicos.

O ensaio pode ser executado com solo artificial ou natural. Antes de se iniciar o ensaio, importa conhecer as
caracteristicas do solo natural utilizado, como, por exemplo, a origem ou os componentes do solo, o pH, o teor
de carbono organico, a distribui¢do granulométrica (percentagem de areia, de limo e de argila) e a capacidade de
retengdo de dgua — (3)(48).

PRINCIPIO DO ENSAIO

Os parametros que caracterizam a bioacumulagdo de um produto quimico incluem o fator de bioacumulagio
(BAF), a constante de velocidade de absorcdo (k) e a constante de velocidade de eliminacdo (k). Estes
parametros sdo definidos no apéndice 1.

O ensaio compreende duas fases: a fase de absorcdo (exposi¢do) e a fase de eliminagdo (pés-exposi¢do). Durante
a fase de absorcdo, sdo expostos ao solo, previamente enriquecido com o produto quimico em estudo, grupos
replicados de vermes. Paralelamente aos vermes cobaias, mantém-se em condi¢des idénticas, mas sem o produto
quimico em estudo, grupos de vermes de controlo. Mede-se a massa seca e o teor de lipidos dos organismos
sujeitos ao ensaio. Para o efeito, podem utilizar-se vermes do grupo de controlo. Os valores de fundo analiticos
(ensaios em branco) podem ser obtidos analisando amostras dos vermes de controlo e do solo. Para a fase de
eliminagdo, os vermes sdo transferidos para um solo isento do produto quimico em estudo. E sempre necessaria
uma fase de eliminagdo, a menos que a absorgdo do produto quimico durante a fase de exposi¢do tenha sido
insignificante. A fase de eliminacdo fornece informacdes sobre a velocidade a qual o produto quimico é
excretado pelos organismos sujeitos ao ensaio — p. ex., 27. Se, durante a fase de absor¢do, ndo tiver sido
atingido um estado estaciondrio, a determina¢do dos pardmetros cinéticos — fator de bioacumulacio cinético
BAFK, constante de velocidade de absor¢do e constante de velocidade de eliminagio — deve basear-se prefe-
rencialmente num ajustamento simultineo aos resultados das fases de absor¢do e de eliminacdo. A concentragio
do produto quimico no interior ou a superficie dos vermes é monitorizada ao longo de ambas as fases do
ensaio.

Durante a fase de absorcdo, sdo feitas medicdes a intervalos de amostragem que podem chegar a 14 dias
(familia Enchytraeidae) ou a 21 dias (minhocas) até ser atingido o estado estaciondrio (11)(12)(67). O estado
estaciondrio ocorre quando o grafico da concentragdo nos vermes em funcio do tempo é paralelo ao eixo do
tempo, e trés andlises sucessivas da concentragdo feitas em amostras colhidas a intervalos de pelo menos dois
dias variam entre si, no maximo, 20 %, com base em comparagdes estatisticas (p. ex., andlise da varidncia,
andlise de regressio).

A fase de eliminagdo consiste em transferir os organismos sujeitos ao ensaio para recipientes que contém o
mesmo substrato, mas sem o produto quimico em estudo. Durante a fase de eliminagio, sdo feitas medigdes a
intervalos de amostragem que podem chegar a 14 dias (familia Enchytraeidae) ou a 21 dias (minhocas), a menos
que determinagdes analiticas anteriores tenham mostrado uma reducdo de 90 % dos residuos do produto
quimico nos vermes. A concentracdo do produto quimico nos vermes no final da fase de eliminacdo ¢ indicada
como correspondente a residuos ndo eliminados. O fator de bioacumulagdo em estado estaciondrio (BAF) é
calculado preferencialmente como quociente entre a concentragdo nos vermes (C,) e a concentragdo no solo (Cy)
em estado estaciondrio aparente e também como fator de bioacumulagdo cinético, BAFy, dado pelo quociente
entre a constante de velocidade de absor¢do do solo (k) e a constante de velocidade de eliminagdo (k) (ver
defini¢des no apéndice 1), assumindo uma cinética de primeira ordem (ver clculos no apéndice 2). Se a cinética
de primeira ordem for manifestamente inaplicdvel, devem ser empregues outros modelos.

A constante de velocidade de absor¢do, a constante de velocidade de eliminacdo (ou as constantes, se forem
utilizados outros modelos), o fator de bioacumulagdo cinético (BAFy) e, se possivel, os limites de confianca de
cada um destes parametros s3o calculados por meios informdticos a partir de equacdes de modelo (ver
orientagdes no apéndice 2). A adequagdo de um modelo pode ser determinada a partir, por exemplo, do
coeficiente de correlacdo ou do coeficiente de determinagdo (coeficientes proximos de 1 indicam boa adequa-
¢do) ou da lei do qui-quadrado. A amplitude do erro-padrio ou do limite de confianga dos pardmetros
estimados pode também dar uma boa indicacdo da adequacdo do modelo.

Para reduzir a variabilidade dos resultados dos ensaios de produtos quimicos muito lipofilicos, os fatores de
bioacumulagdo devem ser expressos em relagdo ao teor de lipidos e ao teor de carbono organico (kg de carbono
organico no solo. kg™! de lipidos nos vermes). Esta abordagem baseia-se no facto de que, para algumas classes
de produtos quimicos, hd uma relagdo clara entre o potencial de bioacumulagdo e a lipofilia, relagio essa bem
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estabelecida no caso dos peixes (47). H4 uma relagdo entre o teor de lipidos dos peixes e a bioacumulagdo dos
produtos quimicos em causa. Em organismos bentonicos, foram descobertas correlagdes similares — p. ex., 30
e 44. Esta correlagdo foi igualmente demonstrada em oligoquetas terrestres — p. ex., 5, 6, 7 e 14. Se se dispuser
de tecido suficiente, o teor de lipidos dos vermes sujeitos ao ensaio pode ser determinado na mesma matéria
bioldgica utilizada para determinar a concentracdo do produto quimico em estudo. Alternativamente, podem
utilizar-se animais de controlo para medir o teor de lipidos.

VALIDADE DOS ENSAIOS

Para que um ensaio seja vdlido, devem ser cumpridos os seguintes critérios, quer por parte dos organismos de
controlo quer por parte dos organismos expostos:

— no final do ensaio, a mortalidade total durante as fases de absor¢do e de eliminacdo ndo pode exceder 10 %
(minhocas) ou 20 % (familia Enchytraeidae) do ntimero total de vermes introduzidos;

— para Eisenia fetida e E. andrei, a perda média de massa, medida no final da fase de absor¢do e no final da fase
de eliminagdo, ndo pode exceder 20 % da massa fresca inicial da respetiva fase.

DESCRICAO DO METODO
Espécies sujeitas a ensaio

Para estudar a bioacumulagdo, recomenda-se vérias espécies de oligoquetas terrestres. As mais utilizadas —
Eisenia fetida ou E. andrei (familia Lumbricidae) e Enchytraeus albidus, E. crypticus ou E. luxuriosus (familia Enchy-
tracidae) — sdo descritas no apéndice 5.

Dispositivos

Deve ser evitada a utilizagdo, em qualquer parte do equipamento, de materiais capazes de dissolver ou adsorver
o produto quimico em estudo ou de permitir fugas de outros produtos quimicos ou que tenham um efeito
adverso nos animais sujeitos ao ensaio. Servem recipientes normalizados retangulares ou cilindricos, de mate-
riais quimicamente inertes e com capacidade adequada a carga, isto é, ao niimero de vermes sujeitos ao ensaio.
Pode ser utilizado ago inoxiddvel, pldstico ou vidro em qualquer equipamento que entre em contacto com 0s
meios de ensaio. Os recipientes de ensaio devem ser adequadamente cobertos para impedir a fuga dos vermes,
mas permitindo uma entrada de ar suficiente. No caso de produtos quimicos com coeficiente de adsorgdo
elevado, como os piretroides sintéticos, pode ser necessdrio vidro silanizado. Em tais situagdes, importa des-
cartar o equipamento apés a utilizacdo (49). Devem ser impedidas fugas de produtos quimicos com marcagdo
radioativa e de produtos quimicos voldteis. Devem ser utilizadas armadilhas (por exemplo, garrafas de vidro
para lavagem de gases) contendo absorventes capazes de reter os residuos que se evaporem dos recipientes de
ensaio.

Solo

A qualidade do solo ensaiado deve permitir a sobrevivéncia e, preferivelmente, a reprodu¢do dos organismos
durante os periodos de aclimatagio e de ensaio, sem apresentarem aspeto ou comportamento anormal. E
necessario que os vermes se enterrem no solo.

Como substrato para o ensaio é recomendado o solo artificial descrito no capitulo C.8 deste anexo — (48). No
apéndice 4 ¢ descrita a preparagio do solo artificial a utilizar nos ensaios de bioacumulacio e sdo feitas
recomendagdes sobre a armazenagem de solos artificiais. O solo artificial seco ao ar pode ser armazenado a
temperatura ambiente até a sua utilizacdo.

Contudo, também solos naturais de locais ndo poluidos podem servir para ensaio e/ou para cultura. Devem
conhecer-se, no minimo, as suas caracteristicas seguintes: origem (local de recolha), pH, teor de carbono
organico, distribui¢do granulométrica (percentagem de areia, de limo e de argila), capacidade mdxima de
retengdo de dgua (WHC,,,,) e teor percentual de dgua (3). A pesquisa de micropoluentes no solo ou nos
seus componentes antes da utilizagdo deverd proporcionar informacdes tteis. Caso se utilize solo natural
proveniente de terras agricolas, as amostras ndo devem ser colhidas menos de um ano apés o dltimo trata-
mento com produtos fitofarmacéuticos ou da dltima aplicagdo de estrume de animais, nem menos de seis meses
apds o ultimo tratamento com fertilizantes organicos (50). Na referéncia 3 sdo descritos procedimentos de
manipulagdo de solos naturais antes da sua utilizagdo em ensaios laboratoriais de ecotoxicologia com oligo-
quetas. O tempo de armazenagem de solos naturais em laboratério deve ser o mais curto possivel.

Aplicacio do produto quimico em estudo

O produto quimico ¢ incorporado no solo. As suas propriedades fisico-quimicas devem ser tidas em conta. Os
produtos quimicos hidrossoliiveis devem ser completamente dissolvidos em 4dgua antes da sua mistura com o
solo. O procedimento de enriquecimento recomendado para produtos quimicos pouco hidrossoliiveis consiste
em incorporar o produto quimico em estudo num ou mais dos componentes do solo (artificial). Por exemplo, a
areia quartzitica (ou uma parte dela) pode ser embebida numa solucdo do produto quimico com um solvente
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orgénico adequado que, em seguida, é lentamente evaporado até a areia secar. A fracdo impregnada pode entdo
ser misturada com o solo humedecido. A grande vantagem deste procedimento é que ndo se introduz nenhum
solvente no solo. Se for utilizado solo natural, o produto quimico em estudo pode ser adicionado enriquecendo,
pelo método atrds descrito para solo artificial, uma por¢do do solo seca ao ar, ou misturando o produto
quimico no solo himido, com subsequente evaporagdo se se tiver utilizado um agente solubilizante. Em geral,
deve evitar-se o mais possivel o contacto de solo himido com solventes. Ter em conta o seguinte (3):

— se se utilizar um solvente que ndo 4gua, importa que seja hidromiscivel efou possa ser removido (por
evaporagdo, por exemplo,), deixando no solo apenas o produto quimico em estudo,

— se se recorrer a um controlo do solvente, ndo é necessario controlo negativo. O controlo do solvente deve
conter a mais elevada concentragdo de solvente adicionado ao solo e utilizar solvente do mesmo lote que
serviu para preparar a solucdo-mde. A toxicidade e a volatilidade do solvente e a solubilidade do produto
quimico em estudo no solvente escolhido devem ser os critérios principais para a selecdio de um agente
solubilizante adequado.

No caso dos produtos quimicos pouco soldveis em dgua ou em solventes organicos, podem misturar-se (com
almofariz e pildo, por exemplo,) 2,0-2,5 g de areia quartzitica finamente moida por cada recipiente de ensaio
com a quantidade do produto quimico em estudo, até obter a concentragdo de ensaio desejada. Esta mistura de
areia quartzitica e produto quimico é misturada cuidadosamente com o solo previamente humedecido, adicio-
nando dgua desionizada até obter o teor de humidade necessdrio. A mistura final é distribuida pelos recipientes
de ensaio. Repete-se o procedimento para cada concentracio de ensaio e prepara-se também um controlo
adequado, com 2,0-2,5 g de areia quartzitica finamente moida em cada recipiente.

Apds o enriquecimento, determina-se a concentragdo do produto quimico no solo. A distribuicio homogénea
do produto no solo deve ser verificada antes de se introduzirem os organismos que vdo ser sujeitos ao ensaio.
Deve indicar-se o método utilizado para o enriquecimento, bem como as razdes da escolha de um determinado
procedimento de enriquecimento (24).

Antes de se adicionar os organismos, deve, idealmente, estabelecer-se um equilibrio entre o solo e a dgua
intersticial, para o que se recomenda um periodo de quatro dias a 20 °C. Para muitos produtos quimicos
orgdnicos pouco hidrossoliiveis, o tempo necessdrio para alcangar um verdadeiro equilibrio entre as fragdes
adsorvida e dissolvida pode ser de dias ou meses. Dependendo da finalidade do estudo — por exemplo, quando
se trata de imitar as condi¢des ambientais —, o solo enriquecido poderd ter de ser "envelhecido" por um
periodo mais longo — por exemplo, no caso dos metais, trés semanas a 20 °C (22).

Cultura dos organismos a ensaiar

De preferéncia, deve ter-se uma cultura permanente dos vermes no laboratério. O apéndice 5 déd orientacdes
sobre métodos de cultura laboratorial de Eisenia fetida e de E. andrei, bem como de espécies da familia
Enchytraeidae — ver também 48, 51 e 52.

Os vermes utilizados nos ensaios devem estar isentos de doengas, anomalias e parasitas visiveis.

REALIZACAO DO ENSAIO

Os organismos sujeitos a ensaio sdo expostos ao produto quimico em estudo durante a fase de absor¢do, que
deve durar 14 dias (familia Enchytraeidae) ou 21 dias (minhocas), a menos que se demonstre que o estado
estaciondrio foi alcancado.

Para a fase de eliminagdo, os vermes sdo transferidos para um solo isento do produto quimico em estudo. A
primeira amostra deve ser colhida entre 4 e 24 horas apds o inicio da fase de elimina¢do. O apéndice 3 contém
exemplos de programagio da colheita de amostras para uma fase de absor¢do de 21 dias e uma fase de
elimina¢io de 21 dias.

Organismos sujeitos aos ensaios

Em muitas espécies terrestres da familia Enchytraeidae, a massa individual é bastante baixa (por exemplo, 5-
-10 mg de massa himida por individuo no caso de Enchytraeus albidus e menos no caso de E. crypticus ou E.
luxuriosus). Para efetuar as pesagens e as andlises quimicas, pode ser necessrio juntar os vermes de cada
recipiente de replicagdo (ou seja, todos os vermes de um recipiente de replicagio para se obter um resultado
tnico de andlise de tecido). A cada replicado sdo adicionados vinte espécimes de Enchytraeidae, devendo ser
utilizados pelo menos trés replicados. Se o limite de dete¢do analitico do produto quimico em estudo for
elevado, poderdo ser necessdrios mais vermes. Para as espécies com maior massa individual (Eisenia fetida e E.
andrei), podem ser utilizados recipientes de replicagio com um sé espécime.

As minhocas utilizadas num ensaio devem ter massa similar (por exemplo, cada espécime de Eisenia fetida e E.
andrei deve ter massa de 250-600 mg). Os espécimes da familia Enchytraeidae (por exemplo, da espécie Enchy-
traeus albidus) devem ter um comprimento de aproximadamente 1 cm. Todos os vermes utilizados num ensaio
devem provir da mesma fonte e ser adultos com clitélio (ver apéndice 5). Uma vez que a massa ¢ a idade do
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animal podem ter influéncia nos valores do BAF (por exemplo, devido a varia¢des no teor de lipidos efou a
presenca de ovos), tais pardmetros devem ser registados com exatiddo e tidos em conta na interpretagio dos
resultados. Por outro lado, durante o perfodo de exposicdo, podem surgir casulos de ovos, o que terd também
efeito nos valores do BAF. Recomenda-se a pesagem de uma subamostra dos vermes antes do ensaio, a fim de
estimar os valores médios da massa himida e da massa seca.

Deve utilizar-se um rdcio elevado solofvermes, a fim de minimizar o decréscimo da concentra¢do do produto
quimico no solo durante a fase de absorcdo. Para as espécies Eisenia fetida e E. andrei, recomenda-se um valor
minimo de 50 g de massa seca de solo por cada verme e, para a familia Enchytraeidae, um minimo de 10-20 g
de massa seca de solo por cada recipiente de ensaio. Os recipientes devem conter uma camada de solo de 2-
-3 ¢cm no caso de vermes da familia Enchytraeidae ou de 4-5 cm no caso das minhocas.

Os vermes a ensaiar sdo retirados da cultura (no caso da familia Enchytraeidae, por exemplo, com recurso a
pincas de joalheiro). Transfere-se animais adultos para solo ndo tratado, para aclimatacdo, e alimentam-se (cf.
ponto 36). Se as condigdes de ensaio diferirem das condigdes de cultura, deverd ser suficiente uma fase de
aclimatagdo de 24-72 horas para adaptar os vermes as condi¢des de ensaio. Terminada a aclimatacdo, os vermes
sdo transferidos para vasos de vidro (por exemplo, placas de Petri) com dgua limpa, para ser lavados, ¢ em
seguida sdo pesados, antes da sua coloca¢do no solo de ensaio. Antes da pesagem, a dgua em excesso deve ser
removida dos vermes, percutindo-os delicadamente contra as bordas da placa ou secando-os com cuidado por
meio de um toalhete de papel ligeiramente humedecido.

Deve observar-se e registar-se o comportamento dos organismos sujeitos a ensaio, em termos de enterramento
no solo. Nos ensaios com minhocas, os animais (de controlo ou expostos) enterram-se normalmente ao cabo de
algumas horas; este comportamento deve ser confirmado, o mais tardar, 24 h apds a colocagdo dos vermes nos
recipientes de ensaio. Se as minhocas ndo se enterrarem (por exemplo, mais de 10 % delas ao cabo de mais de
metade da fase de absorgdo), é sinal de que as condi¢des do ensaio ndo sdo adequadas ou de que as minhocas
ndo estdo saudaveis. Nesse caso, o ensaio deve ser interrompido e repetido. Os vermes da familia Enchytraeidae
vivem sobretudo nos poros intersticiais do solo e ¢ frequente o seu tegumento estar s6 parcialmente em
contacto com o substrato circundante; considera-se que, nesta familia, a exposicdo dos vermes que se enterram
¢ equivalente a dos que ndo se enterram, pelo que a auséncia de enterramento ndo exige necessariamente a
repeti¢do do ensaio.

Alimentacio

E necessario alimentar os vermes quando se utiliza um solo com baixo teor de carbono organico total. Caso se
utilize um solo artificial, recomenda-se uma frequéncia de alimentagdo semanal (ou seja, os vermes sdo
alimentados uma vez por semana), com 7 mg de esterco seco por 1 g de solo seco no caso das minhocas e
com 2-2,5 mg de flocos de aveia moidos por 1 g de solo seco no caso da familia Enchytraeidae (11). A primeira
ragio alimentar deve ser misturada com o solo imediatamente antes da colocagio dos organismos a ensaiar. £
preferivel utilizar o mesmo tipo de alimento que nas culturas (ver apéndice 5).

Luz e temperatura

Os ensaios devem ser realizados segundo um ciclo controlado de 16 horas de luz e 8 de obscuridade,
preferencialmente com uma intensidade de 400-800 Ix na zona dos recipientes de ensaio (3). A temperatura
deve ser de 20 £ 2 °C ao longo de todo o ensaio.

Concentragdes de ensaio

E utilizada uma tnica concentragdo. As situagdes em que se exijam concentragdes adicionais devem ser
justificadas. Se a toxicidade (CE,) do produto quimico em estudo for préxima do limite de detegdo analitico,
recomenda-se a utilizagdo de um produto quimico marcado radioativamente com elevada radioatividade espe-
cifica. Para metais, a concentracdo deve ser superior ao nivel de fundo nos tecidos e no solo.

Replicados

Para as medi¢Oes cinéticas (fase de absorcdo e fase de eliminagdo), o nimero minimo de recipientes de
replicagdo expostos é de trés por cada ponto de amostragem. O nimero total de replicados preparados deve
ser suficiente para abranger todos os tempos de amostragem durante a fase de absorcdo e a fase de eliminagdo.

Para as observacdes e medigdes bioldgicas (quociente entre massa seca e massa hiimida, teor de lipidos, etc.) e
para a andlise das concentracdes de fundo nos vermes e no solo, devem ser constituidos pelo menos doze
recipientes de replicacdo de um controlo negativo (colheita de amostras em quatro recipientes no inicio da fase
de absorcdo, em quatro no final da fase de absorcdo e em quatro no final da fase de eliminago), se ndo tiver
sido utilizado outro solvente além da dgua. Se for utilizado um qualquer agente solubilizante para a aplicacdo
do produto quimico em estudo, deve-se ensaiar, além dos replicados expostos, um controlo do solvente
(colheita de amostras em quatro recipientes de replicagdo no inicio da fase de absor¢do, em quatro no final
da fase de absor¢do e em quatro no final da fase de eliminagdo), contendo todos os componentes, com exce¢io
do produto quimico em estudo. Neste caso, podem também ser constituidos quatro recipientes de replicacdo
adicionais de um controlo negativo (sem solvente), para amostragem opcional no final da fase de absorgao.
Estes replicados podem ser comparados biologicamente com o controlo do solvente a fim de obter informacdes
sobre uma eventual influéncia do solvente nos organismos sujeitos ao ensaio. Recomenda-se a constitui¢do de
um ndmero suficiente de recipientes de replicacdo adicionais de reserva (por exemplo, oito) para exposicdo e
controlo(s).
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Frequéncia das medicdes da qualidade do solo

No inicio e no final da fase de absor¢do e da fase de eliminagdo medem-se o pH e o teor de humidade do solo.
A temperatura no local do ensaio é medida continuamente. O teor de humidade do solo deve ser verificado
uma vez por semana, pesando os recipientes de ensaio e comparando as massas obtidas com as massas iniciais
(isto ¢, no inicio do ensaio). As perdas de dgua devem ser repostas com dgua desionizada.

Colheita de amostras e andlise dos vermes e do solo

O apéndice 3 contém exemplos de programacdo da colheita de amostras para a fase de absor¢do e para a fase
de eliminagdo em ensaios de bioacumulacio realizados com minhocas e com vermes da familia Enchytraeidae.

Antes da colocagdo dos vermes, durante a fase de absorcdo e durante a fase de eliminacdo, colhe-se amostras de
solo dos recipientes de ensaio para determinar a concentragdo do produto quimico em estudo. Durante o
ensaio, determina-se as concentragdes do produto quimico nos vermes e no solo. Em geral, mede-se as
concentracdes totais no solo. Facultativamente, pode medir-se as concentragdes na a’gua intersticial, caso em
que, antes do inicio do estudo, deve conhecer-se os fundamentos disso e deve dispor-se dos métodos adequados
(elementos a incluir posteriormente no relatério).

Colhe-se amostras dos vermes e do solo em, pelo menos, seis ocasides durante a fase de absorcdo e a fase de
eliminagdo. Se a estabilidade do produto quimico em estudo for demonstrada, pode reduzir-se o niimero de
andlises ao solo. Recomenda-se a andlise de, pelo menos, trés replicados no inicio e no final da fase de absorgao.
Se a concentracdo no solo medida no final da fase de absorcio diferir em mais de 30 % da medida no inicio,
devem também ser analisadas as amostras de solo colhidas noutras datas.

A cada tempo de colheita de amostras, os vermes do replicado em causa sdo retirados do solo (por exemplo,
espalhando o solo do replicado sobre um tabuleiro raso e colhendo os vermes com pingas de joalheiro) e
lavados rapidamente em dgua num tabuleiro raso de vidro ou ago. Remove-se a d4gua em excesso (cf. ponto 34).
Transfere-se os vermes cuidadosamente para um recipiente previamente tarado e pesando-se de imediato,
incluindo o contetido do trato digestivo.

No caso das minhocas (Eisenia sp.), deixam-se evacuar o trato digestivo de um dia para o outro — por exemplo,
sobre papel de filtro humedecido, numa placa de Petri coberta (cf. ponto 34). Apds essa purga, determina-se a
massa dos vermes, a fim de avaliar um eventual decréscimo da biomassa durante o ensaio (ver critérios de
validade no ponto 17). No caso dos vermes da familia Enchytraeidae, a pesagem e a andlise de tecidos sdo
efetuadas sem purga do trato digestivo, por esta ser tecnicamente dificil devido as pequenas dimensdes destes
animais. Terminada a pesagem final, os vermes devem ser occisados de imediato, pelo método mais adequado
(por exemplo, com azoto liquido ou por congelamento a temperaturas inferiores a -18 °C).

Durante a fase de eliminagdo, os vermes substituem o contetido contaminado do trato digestivo por solo limpo.
Quer isto dizer que, no caso de animais que ndo purgaram o trato digestivo (vermes da familia Enchytraeidae,
neste caso) integrantes de amostras colhidas imediatamente antes da fase de eliminacdo, as medigdes incluem
solo contaminado presente no trato digestivo. Em relacio aos oligoquetas aqudticos, considera-se que, apds as
primeiras 4 a 24 horas da fase de eliminacdo, a maior parte do contetido contaminado do trato digestivo foi
substituida por sedimento limpo — p. ex., 46. Observou-se 0 mesmo em minhocas em estudos sobre a
acumulagdo de cddmio e zinco com marcacio radioativa (78). Nos vermes da familia Enchytracidae, que nio
purgaram o trato digestivo, a concentragdo desta primeira amostra da fase de eliminacdo pode ser considerada
como concentra¢do nos tecidos apds purga do trato digestivo. Para atender a dilui¢do da concentragio do
produto quimico em estudo por solo ndo contaminado, durante a fase de elimina¢do, a massa do contetido do
trato digestivo pode ser estimada a partir do quociente entre a massa hiimida de vermes e a massa das suas
cinzas ou do quociente entre a massa seca de vermes e a massa das suas cinzas.

As amostras de solo e de vermes devem, de preferéncia, ser analisadas imediatamente apds a remocio (ou seja,
no prazo de um a dois dias), a fim de evitar degradac¢des ou outras perdas, e é recomendavel calcular as
velocidade aproximadas de absor¢do e de eliminagdo no decurso do ensaio. Se a andlise for adiada, as amostras
devem ser armazenadas por um método adequado — por exemplo, ultracongelamento (< -18 °C).

Deve confirmar-se se a precisdo e a reprodutibilidade da andlise quimica, bem como a recuperacio do produto
quimico em estudo das amostras de solo e das amostras de vermes, sio satisfatorias para 0 método em questdo.
Devem indicar-se a eficicia da extracdo, o limite de detecdo e o limite de quantificagdo. Do mesmo modo, deve
confirmar-se que o produto quimico em estudo ndo ¢ detetdvel nos recipientes de controlo em concentragdes
superiores ao nivel de fundo. A concentracdo do produto quimico em estudo (C,), se for > 0 nos vermes de
controlo, deve ser incluida no célculo dos pardmetros cinéticos (cf. apéndice 2). Ao longo de todo o ensaio, as
amostras devem ser manipuladas de modo a minimizar contaminagdes e perdas (resultantes, por exemplo, da
adsorcdo do produto quimico em estudo no dispositivo de colheita das amostras).
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Caso se estude um produto quimico com marcagdo radioativa, é possivel analisar o produto quimico parental e
os seus metabolitos. A determinagdo quantitativa do produto quimico parental e dos seus metabolitos em
estado estaciondrio ou no final da fase de absor¢do fornece informagdes importantes. As amostras devem entdo
ser limpas, para que possa determinar-se quantitativamente apenas o produto quimico parental. Se a um tdnico
metabolito corresponderem mais de 10 % da radioatividade total na(s) amostra(s) analisada(s), é recomendével
identifica-lo.

Devem ser registadas e indicadas a recuperagdo global e a recuperagdo do produto quimico nos vermes, no solo
e em eventuais armadilhas com absorventes para reter o produto quimico evaporado.

O agrupamento dos espécimes que constituem a amostra colhida num determinado recipiente de ensaio ¢
aceitavel em relagdo aos vermes da familia Enchytraeidae, que sio menores do que as minhocas. Se o agrupa-
mento implicar a redu¢do do nimero de replicados, os procedimentos estatisticos aplicdveis aos dados sofrerdo
limitagdes. Se forem exigiveis um procedimento estatistico e uma representatividade estatistica especificos, deve
ser utilizado no ensaio um nimero de recipientes de replicagio adequado ao agrupamento, ao procedimento e a
representatividade pretendidos.

Recomenda-se que o BAF seja expresso em fungdo da massa seca total e, quando necessdrio (ou seja, no caso de
produtos quimicos muito hidrofébicos), também em fun¢do do teor de lipidos. Devem ser utilizados métodos
adequados para determinar o teor de lipidos (alguns dos métodos existentes — p. ex., 31 ¢ 58 — tém de ser
adaptados para o efeito). Estes métodos recorrem a uma técnica de extragdo com cloroférmio/metanol. No
entanto, para evitar os solventes clorados, deve utilizar-se uma versdo modificada do método de Bligh e Dyer
(9), descrita na referéncia (17). Como os vérios métodos podem ndo conduzir a resultados idénticos, importa
explicar o método utilizado. Sempre que possivel, isto é, quando se dispuser de tecido suficiente, a andlise dos
lipidos deve, idealmente, ser feita na mesma amostra ou no mesmo extrato que a andlise do produto quimico
em estudo, porquanto os lipidos tém frequentemente de ser removidos do extrato antes de este poder ser
analisado cromatograficamente (49). Alternativamente, pode utilizar-se animais de controlo para medir o teor
de lipidos, que serve em seguida para normalizar os valores do BAF. Esta tlltima metodologia reduz a conta-
mina¢do do equipamento com o produto quimico em estudo.

DADOS E RELATORIOS
Tratamento dos resultados

A curva de absor¢do do produto quimico em estudo é obtida exprimindo em fun¢do do tempo a concentragio
do produto no interior ou a superficie dos vermes durante a fase de absorcio, em escalas aritméticas. Quando a
curva atinge um patamar ou estado estaciondrio (ver defini¢des no apéndice 1), calcula-se o fator de bioacu-
mulagdo em estado estaciondrio BAF pela seguinte fragdo:

C, em estado estaciondrio ou no final da fase de absor¢do (média)

C; em estado estaciondrio ou no final da fase de absor¢do (média)

C, Ca ¢ a concentracdo do produto quimico em estudo no organismo sujeito ao ensaio;
C, é a concentracdo do produto quimico em estudo no solo.

Se nio for atingido estado estaciondrio (ou seja, se a curva ndo atingir um patamar), deve ser determinado o
BAFy, baseado nas constantes de velocidade, em vez do BAF, como se segue:

— determina-se o fator de acumulagio (BAFy) como quociente ky/k,.

— de preferéncia, as velocidades de absor¢do e de eliminagdo calculam-se simultaneamente (cf. equacdo 11 no
apéndice 2),

— a constante de velocidade de eliminagdo (k) ¢ normalmente determinada a partir da curva de eliminagdo (ou
seja, da linha que representa a concentragdo do produto quimico nos vermes durante a fase de eliminacio).
A constante de velocidade de absorgdo (k) é entdo calculada em fungdo de k, e de um valor de C, derivado
da curva de absor¢io — ver no apéndice 2 uma descri¢io destes métodos. Para obter o fator BAF; e as
constantes de velocidade kq e k,, é preferivel recorrer a métodos informaticos de estimativa de pardmetros
ndo lineares. Se, manifestamente, a curva de eliminacdo ndo obedecer a uma cinética de primeira ordem,
devem ser utilizados modelos mais complexos.

Relatério dos ensaios

Elementos a constar do relatrio dos ensaios:
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Produto quimico em estudo:

todas as informagdes disponiveis sobre toxicidade aguda e a longo prazo (p. ex., CE,, CL,, NOEC) para
oligoquetas que vivem no solo,

grau de pureza, estado fisico e propriedades fisico-quimicas — p. ex., log K, hidrossolubilidade,

ow?

dados de identifica¢do quimica: proveniéncia do produto quimico em estudo, identidade e concentragdo dos
solventes eventualmente utilizados,

se o produto quimico tiver marcacdo radioativa, a posi¢do precisa dos dtomos marcados, a radioatividade
especifica e a pureza radioquimica.

Espécies sujeitas ao ensaio:

Con

denominagdo cientifica, estirpe, origem, pré-tratamentos eventuais, aclimatagdo, idade, gama de dimensdes,
etc.

digdes de realizacdo dos ensaios:
procedimento de ensaio utilizado,
tipo e caracteristicas da iluminagdo utilizada e fotoperiodo(s),

protocolo do ensaio (por exemplo, niimero e tamanho dos recipientes, massa de solo e espessura da camada
de solo, ntimero de replicados, niimero de vermes por replicado, niimero de concentragdes de ensaio,
duragdo da fase de absorcdo e da fase de eliminagdo, frequéncia da colheita de amostras),

justificagdo da escolha do material dos recipientes de ensaio,
método de preparagio e aplicagio do produto quimico em estudo e razdes da escolha desse método,

concentracdes de ensaio nominais, bem como as médias e os desvios-padrdo dos valores medidos nos
recipientes de ensaio e o método de obtengdo desses valores,

origem dos componentes do solo artificial ou — se se utilizar um meio natural — origem do solo, descri¢do
de eventuais pré-tratamentos, resultados dos controlos (sobrevivéncia, evolugdo da biomassa, reprodugio),
caracteristicas do solo — pH, teor de carbono orgénico total, distribui¢do granulométrica (percentagem de
areia, de limo e de argila), capacidade maxima de retencdo de dgua, teor percentual de dgua no inicio e no
final do ensaio e quaisquer outras medi¢des efetuadas,

explicacdo do tratamento das amostras de solo e de vermes, incluindo elementos sobre a preparacio, a
armazenagem, os procedimentos de enriquecimento do solo com o produto quimico em estudo, a extracio,
os procedimentos de anilise (e sua precisdo) do produto quimico nos vermes e no solo, o teor de lipidos (se
for medido) e as recuperagdes do produto quimico em estudo.

Resultados:

mortalidade dos vermes de controlo e dos vermes de cada recipiente de ensaio e eventuais comportamentos
anormais observados (por exemplo, os vermes evitam o solo, ndo se verifica a reprodu¢do de vermes da
familia Enchytraeidae num ensaio de bioacumulagdo, etc.),

quociente entre massa seca e massa hiimida, quer do solo quer dos organismos sujeitos ao ensaio (iitil para
a normalizagdo),

massa himida dos vermes em cada tempo de colheita de amostras; no caso das minhocas, a massa hiimida
no inicio do ensaio e em cada tempo de colheita de amostras antes e depois da purga do trato digestivo,

teor de lipidos dos organismos sujeitos ao ensaio (se for medido),
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— curvas indicando a cinética de absor¢do e de eliminacdo do produto quimico nos vermes e o intervalo de
tempo até ao estado estaciondrio,

— C, e C (com desvio-padrdo e intervalo, se for caso disso) para cada tempo de colheita de amostras (C,
expressa em g por kg de massa hiimida e de massa seca do corpo inteiro; C, expressa em g por kg de massa
hiimida e por kg de massa seca do solo). Se for necessdrio um fator de acumulacdo biota-solo (BSAF) (por
exemplo, para comparacdo dos resultados de dois ou mais ensaios realizados em animais com diferentes
teores de lipidos), C, pode também ser expressa em g por kg de lipidos do organismo e C; pode ser expressa
em g por kg de carbono organico do solo,

— BAF (expresso em kg de solo por kg de vermes), constante de velocidade de absor¢do do solo (k, expressa
em g de solo por kg de vermes por dia) e constante de velocidade de eliminagio (k,, expressa em dia™');
adicionalmente, pode indicar-se o BSAF (expresso em kg de carbono orgénico do solo por kg de lipidos dos
vermes),

— se tiverem sido medidas: percentagens do produto quimico parental, dos metabolitos deste e dos residuos
ligados (ou seja, percentagem do produto quimico em estudo que ndo pode ser extraido por métodos de
extragdo comuns) detetadas no solo e nos animais sujeitos ao ensaio,

— métodos utilizados para as andlises estatisticas dos dados.
Avaliagdo dos resultados:
— coeréncia dos resultados com os critérios de validade referidos no ponto 17,

— resultados inesperados ou inabituais — por exemplo, elimina¢do incompleta do produto quimico pelos
animais sujeitos ao ensaio.
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Apéndice 1

DEFINICOES

Bioacumulagio é o aumento que a concentragio do produto quimico em estudo sofre no interior ou a superficie de um
organismo, relativamente a concentracdo do mesmo produto no meio circundante. A bioacumulagdo resulta dos pro-
cessos de bioconcentragdo e bioamplificacio (cf. infra).

Bioconcentragdo ¢ o aumento que a concentragdo do produto quimico em estudo sofre no interior ou a superficie de
um organismo, em consequéncia da absor¢do do produto exclusivamente a partir do meio circundante (ou seja, através da
superficie do corpo e através do solo ingerido), relativamente a concentra¢io do mesmo produto no meio circundante.

Bioamplificacdo ¢ o aumento que a concentragio do produto quimico em estudo sofre no interior ou a superficie de um
organismo, sobretudo em consequéncia da absor¢do de alimentos ou presas contaminados, relativamente a concentracio
do mesmo produto nesses alimentos ou presas. A bioamplificacdo pode conduzir a transferéncia do produto quimico para
as cadeias alimentares, com acumulacdo.

Eliminagdo de um produto quimico em estudo é a perda desse produto pelos tecidos do organismo sujeito ao ensaio,
mediante processos ativos ou passivos, perda essa que ocorre independentemente da presenca ou auséncia do produto
quimico no meio circundante.

Fator de bioacumulagio (BAF) em qualquer momento da fase de absor¢do deste ensaio de bioacumula¢do é o quociente
entre a concentragdo do produto quimico no interior ou a superficie do organismo sujeito ao ensaio (C, — em g por kg
de massa seca de verme) e a concentragdo do produto quimico no meio circundante (C; — em g por kg de massa seca de
solo); as unidades em que se exprime o BAF sdo kg de solo por kg de verme.

Fator de bioacumulacio em estado estaciondrio (BAF,) é o BAF em estado estaciondrio, sem variacdo significativa ao
longo de um periodo prolongado, mantendo-se constante durante esse perfodo a concentragdo do produto quimico no
meio circundante (C; — em g por kg de massa seca de solo).

O fator de bioacumulacdo, quando calculado diretamente pelo quociente entre a constante de velocidade de absorcio do
solo e a constante de velocidade de eliminagdo do solo (kg e k. — cf. infra), é designado fator de bioacumulagdo cinético
(BAFy).

Fator de acumulacio biota-solo (BSAF) ¢ o quociente entre a concentragdo do produto quimico em estudo no interior
ou a superficie do organismo sujeito ao ensaio, normalizada relativamente ao teor de lipidos, e a concentragio do mesmo
produto quimico no solo, normalizada relativamente ao teor de carbono organico, em estado estaciondrio. C, é entdo
expressa em g por kg de lipidos do organismo e Cg em g por kg de teor organico do solo; as unidades em que se exprime
0 BSAF sdo kg de carbono organico por kg de lipidos.

Patamar ou estado estaciondrio ¢ o equilibrio entre os processos de absorcdo e de eliminacdo que ocorrem simulta-
neamente durante a fase de exposicio. No grafico do BAF em fungdo do tempo, o estado estaciondrio ¢ atingido quando a
curva se torna uma linha paralela ao eixo do tempo e trés cdlculos sucessivos do BAF em amostras colhidas com
intervalos de, pelo menos, dois dias ndo diferem mais de 20 % entre si, sem que haja diferencas significativas entre os
trés perfodos de amostragem. No caso de produtos quimicos de absorgdo lenta, sdo mais adequados intervalos de sete
dias (49).

Coeficiente de particio carbono orginico-dgua (K, é o quociente entre a concentracdo de um produto quimico no
interior ou a superficie da fracdo de carbono organico de um solo e a concentra¢io do mesmo produto quimico na dgua,
em condigdes de equilibrio.

Coeficiente de parti¢do octanol-dgua (K, por vezes também representado por P,,), é o quociente entre a solubilidade
de um produto quimico em n-octanol e a solubilidade do mesmo produto quimico na dgua, em condigdes de equilibrio.
O logaritmo de K, (log K,) € utilizado como indicador do potencial de bioacumulagio de produtos quimicos em
organismos aqudticos.

Fase de absorcdo ou de exposicdo é o periodo durante o qual os organismos sujeitos ao ensaio estdo expostos ao
produto quimico em estudo.

Constante de velocidade de absorcio do solo (k) é o valor numérico que define o ritmo (ou taxa) de aumento da
concentracdo do produto quimico em estudo no interior ou a superficie do organismo sujeito ao ensaio, em resultado da
fase de absor¢do de solo; kg é expressa em g de solo por kg de verme por dia.

Fase de eliminagdo é o perfodo, depois de os organismos sujeitos ao ensaio serem transferidos de um meio contaminado
para um meio isento do produto quimico em estudo, durante o qual é estudada a eliminagdo (ou perda liquida) do
produto quimico por esses organismos.

Constante de velocidade de eliminacio (k.) é o valor numérico que define o ritmo (ou taxa) de redugdo da concen-
tracio do produto quimico em estudo no interior ou & superficie do organismo sujeito ao ensaio, depois de o organismo
sujeito ao ensaio ser transferido de um meio que contém o produto quimico para um meio dele isento; k, é expressa em
dial.

Produto quimico em estudo é qualquer substincia ou mistura a qual seja aplicado este método de ensaio.
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Apéndice 2

Célculo dos parimetros de absorcdo e de eliminacio

O principal pardmetro final de um ensaio de bioacumulagdo é o fator de bioacumulacgio — BAF. O BAF pode ser
calculado dividindo a concentragio no organismo sujeito ao ensaio, C,, pela concentracio no solo, C,, em estado
estaciondrio. Se ndo se atingir o estado estaciondrio durante a fase de absorgdo, calcula-se 0 BAFy a partir das constantes
de velocidade, em vez do BAF. Deve, porém, indicar-se se o BAF é ou ndo baseado nas concentracdes em estado
estaciondrio.

O meio habitual para obter o fator de bioacumulacio cinético (BAFy), a constante de velocidade de absor¢do do solo (k)
e a constante de velocidade de eliminagdo (k.) sdo métodos informdticos de estimativa de parametros ndo lineares — por
exemplo, com base nos modelos descritos na referéncia (68). Dado um conjunto de dados sequenciais de concentra¢io
em funcdo do tempo e as equagdes de modelo:

C, = % x Cs(1 — eXeh) 0<t<t (equacdo 1)
e
ou
C, = % x Cy(eXel=t) — eket) t>t (equagdo 2)
e
em que

C, = concentragdo do produto quimico nos vermes [g por kg de massa himida ou seca]
ks = constante de velocidade de absorcdo nos tecidos [g de solo por kg de verme por dia]
C, = concentracdo do produto quimico no solo [g por kg de massa himida ou seca]

k

. = constante de velocidade de eliminacio [dia’]

t. = tempo decorrido até ao final da fase de absorg¢do,

esses programas informadticos calculam os valores de BAFy, kq e k.

Se a concentragdo de fundo nos vermes ndo expostos — por exemplo, no dia 0 — diferir significativamente de zero
(pode, por exemplo, ser o caso relativamente aos metais), essa concentracdo de fundo (C,) deve ser incluida nas
equagdes, transformando-as em:

kg
C,=Cu0 + i x Cs(1 — e’ket) 0<t<t (equagdo 3)
€
e
kS —k (t—tc) —k .t P
Co=Coo+ = x Cs(e™e —e e t >t (equacdo 4)
€

Nos casos em que, durante a fase de absorcio, se observa ao longo do tempo um decréscimo significativo da concen-
tragdo do produto quimico no solo, podem utilizar-se os seguintes modelos — p. ex., 67 e 79:

G = Cole™) (equagio 5)

em que
C, = concentragdo do produto quimico no solo [g por kg de massa hiimida ou seca]
ko = constante de velocidade de degradagio no solo [dia’!]

C, = concentragdo inicial do produto quimico no solo [g por kg de massa hiimida ou seca]

C, = S (ekot — ekel) 0<t<t, (equagdo 6)
ke — ko
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k.
C, S —kote -k tc —k(t—tc) t>t

:mxe —e e xe c (equagdo 7)

em que
. = concentragdo do produto quimico nos vermes [g por kg de massa himida ou seca]

k, = constante de velocidade de absorcdo nos tecidos [g de solo por kg de verme por dia]

ko = constante de velocidade de degradagio no solo [dia!]

k, = constante de velocidade de eliminagio [dia]

t. = tempo decorrido até ao final da fase de absorgdo.

Se durante a fase de absor¢do for atingido o estado estaciondrio (ou seja, se t = o), a equacio 1

ks
C, = X Co(1 — eXeh) 0<t<t (equagdo 1)
€

pode ser reduzida a:

=S¢
a — ke S
ou
C,/C, = kik. = BAFg (equacdo 8)

Entdo kyk, x C; é uma aproximacdo a concentracdo do produto quimico nos tecidos dos vermes em estado estaciondrio
(Cass)
a,ss/*

O fator de acumulagdo biota-solo (BSAF) pode ser calculado pela seguinte férmula:

f,
BSAF = BAF * fO—C (equacdo 9)
lip

em que f,. ¢ a fragdo de carbono organico do solo e fy, ¢ a fracdo de lipidos dos vermes, ambas preferencialmente
determinadas em amostras colhidas no 4mbito do ensaio e baseadas, ambas, na massa seca ou na massa hdimida.

As constantes cinéticas de elimina¢do podem ser modelizadas utilizando os dados da fase de eliminagdo e aplicando a
equagdo de modelo infra e um método informatico de estimativa de pardmetros ndo lineares. Se o gréfico dos dados em
fungdo do tempo indicar um decréscimo exponencial constante da concentra¢do do produto quimico nos animais, pode
utilizar-se um modelo monocompartimental (equagdo 9) para descrever a eliminacio ao longo do tempo.

Cl) = Cus X et (equagdo 10)

a,ss

Os processos de eliminagdo revelam-se por vezes bifdsicos, com rdpido decréscimo de C, durante as primeiras fases da
eliminacdo e perda mais lenta do produto quimico em estudo nas fases posteriores — p. ex., 27 e 68. As duas fases
podem ser interpretadas admitindo que hd dois compartimentos distintos no organismo, que eliminam a velocidades
diferentes o produto quimico em estudo. Nestes casos, deve consultar-se literatura especifica — p. ex., 38, 39, 40 e 78.

Por meio das equagdes de modelo supra, os pardmetros cinéticos (k, e k.) podem também ser calculados de uma sé vez
aplicando o modelo de cinética de primeira ordem simultaneamente a todos os dados da fase de absor¢do e da fase de
eliminagdo. Para a descri¢gdo de um método que permita esse cdlculo combinado das constantes de velocidade de absor¢do
e de eliminagdo, consultar, por exemplo, as referéncias 41, 73 e 70.

Ky

K.
C, = “C(1—e®) x (m = 1)} + [—S x Cy(e Rt _ oKty 5 (m = 2) (equagdo 11)

€ kC
Nota: Se os parametros de absor¢do e de elimina¢do forem estimados simultaneamente a partir dos dados combinados de
absorcdo e de eliminacio, o "m" que aparece na equagdo 11 é um descritor que permite ao programa informdtico
associar os subtermos da equagdo aos conjuntos de dados da fase respetiva e efetuar corretamente os calculos (m =
1 para a fase de absor¢do, m = 2 para a fase de eliminacio).

Estas equacOes de modelo devem, porém, ser utilizadas com precaucdo, em especial se, durante o ensaio, ocorrerem
alteragdes da biodisponibilidade ou da (bio)degradagdo do produto quimico em estudo — p. ex., (79).
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EXEMPLOS DE PROGRAMACAO DE ENSAIOS DE BIOACUMULACAO NO SOLO

Ensaio em minhocas

a) Fase de absorcdo, com oito datas de colheita de amostras para célculo dos pardmetros cinéticos

Dia Atividade

-6 O solo preparado é condicionado durante 48 h;

-4 A fragdo de solo é enriquecida com a solucdo do produto quimico em estudo; deixa-se evaporar
os solventes; misturam-se os componentes do solo; distribui-se o solo pelos recipientes de
ensaio; estabelece-se o equilibrio com as condigdes do ensaio durante quatro dias (trés semanas
no caso de solo enriquecido com metais);

-3a-1 Os organismos que vdo ser sujeitos ao ensaio sdo separados da cultura, para aclimatagdo; os
componentes do solo sio preparados e humedecidos;

0 Mede-se a temperatura e o pH do solo; sdo retiradas amostras de solo dos recipientes enrique-
cidos e dos controlos do solvente, para determinar a concentragdo do produto quimico em
estudo; adiciona-se ragdo alimentar; as minhocas sdo pesadas e distribuidas aleatoriamente pelos
recipientes de ensaio; separa-se subamostras suficientes de minhocas para determinar os valores
analiticos de fundo, a massa himida, a massa seca e o teor de lipidos; pesa-se todos os
recipientes de ensaio, para verificar o teor de humidade do solo; verifica-se a alimentagdo de
ar, se for utilizado um sistema de ensaio fechado;

1 Verifica-se a alimentacdo de ar e regista-se o comportamento das minhocas e a temperatura;
colhe-se amostras do solo e das minhocas para determinar a concentragio do produto quimico
em estudo;

2 O mesmo que no dia 1;

3 Verifica-se a alimentacdo de ar, o comportamento das minhocas e a temperatura;

4 O mesmo que no dia 1;

5-6 O mesmo que no dia 3;

7 O mesmo que no dia 1; adiciona-se ragdo alimentar; verifica-se o teor de humidade do solo,
pesando novamente os recipientes de ensaio; repde-se a dgua evaporada;

8-9 O mesmo que no dia 3;

10 O mesmo que no dia 1;

11 - 13 O mesmo que no dia 3;
14 O mesmo que no dia 1; adiciona-se ragdo alimentar; verifica-se o teor de humidade do solo,
pesando novamente os recipientes de ensaio; repde-se a dgua evaporada;
15 - 16 O mesmo que no dia 3;
17 O mesmo que no dia 1;
18 - 20 O mesmo que no dia 3;
21 O mesmo que no dia 1; mede-se a temperatura e o pH do solo; verifica-se o teor de humidade

do solo, pesando novamente os recipientes de ensaio; termina a fase de absor¢do; transfere-se as
minhocas dos replicados expostos restantes para recipientes contendo solo limpo, com vista a
fase de eliminagdo (sem purga do trato digestivo); colhe-se amostras de solo ¢ de minhocas dos
controlos do solvente.

As atividades de pré-exposicdo (fase de estabelecimento do equilibrio) devem ser programadas
tendo em conta as propriedades do produto quimico em estudo.

As atividades descritas para o dia 3 devem ser executadas diariamente (pelo menos em dias
uteis).
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b) Fase de eliminagdo

Dia Atividade

-6 Os componentes do solo sdo preparados e humedecidos; o solo preparado é condicionado
durante 48 h;

-4 Mistura-se os componentes do solo; distribui-se o solo pelos recipientes de ensaio; incuba-se nas

condi¢des de ensaio durante 4 dias;

0 (final da fase de

Mede-se a temperatura e o pH do solo; as minhocas sdo pesadas e distribuidas aleatoriamente

absorgao) pelos recipientes de ensaio; adiciona-se ragdo alimentar; transferem-se as minhocas dos replicados
expostos restantes para recipientes contendo solo limpo; colhem-se amostras do solo e das
minhocas quatro a seis horas mais tarde, para determinar a concentra¢gio do produto quimico
em estudo;

1 Verifica-se a alimentacdo de ar e regista-se o comportamento das minhocas e a temperatura;
colhe-se amostras do solo e das minhocas para determinar a concentracio do produto quimico
em estudo;

2 O mesmo que no dia 1;

3 Verificam-se a alimentagdo de ar, o comportamento das minhocas e a temperatura;

4 O mesmo que no dia 1;

5-6 O mesmo que no dia 3;

7 O mesmo que no dia 1; adiciona-se ra¢do alimentar; verifica-se o teor de humidade do solo,

pesando novamente os recipientes de ensaio; repde-se a dgua evaporada;
8-9 O mesmo que no dia 3;
10 O mesmo que no dia 1;
11 -13 O mesmo que no dia 3;

14 O mesmo que no dia 1; adiciona-se racdo alimentar; verifica-se o teor de humidade do solo,

pesando novamente os recipientes de ensaio e compensando a dgua evaporada;
15 - 16 O mesmo que no dia 3;
17 O mesmo que no dia 1;
18 - 20 O mesmo que no dia 3;
21 O mesmo que no dia 1; mede-se a temperatura e o pH do solo; verifica-se o teor de humidade

do solo, pesando novamente os recipientes de ensaio; colhe-se amostras de solo e de minhocas
dos controlos do solvente.

Antes de se iniciar a fase de eliminagdo, o solo deve ser preparado do mesmo modo que antes de
se iniciar a fase de absorgdo.

As atividades descritas para o dia 3 devem ser executadas diariamente (pelo menos em dias
ateis).

Ensaio em vermes da familia Enchytraeidae

a) Fase de absorcdo, com oito datas de colheita de amostras, para cdlculo dos parametros cinéticos

Dia

Atividade

O solo preparado é condicionado durante 48 h;

A fragdo de solo ¢ enriquecida com a solugdo do produto quimico em estudo; deixa-se evaporar
os solventes; mistura-se os componentes do solo; distribui-se o solo pelos recipientes de ensaio;
estabelece-se o equilibrio com as condi¢des do ensaio durante quatro dias (trés semanas no caso
de solo enriquecido com metais);
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Dia Atividade
-3a-1 Os organismos que vdo ser sujeitos ao ensaio sio separados da cultura, para aclimatagdo;
prepara-se ¢ humedece-se os componentes do solo;

0 Mede-se a temperatura e o pH do solo; colhe-se amostras de solo dos recipientes enriquecidos e
dos controlos do solvente, para determinar a concentracio do produto quimico em estudo;
adiciona-se ragdo alimentar ao solo; os vermes sio pesados e distribuidos aleatoriamente pelos
recipientes de ensaio; separa-se subamostras suficientes de vermes para determinar os valores
analiticos de fundo, a massa himida, a massa seca e o teor de lipidos; pesa-se todos os
recipientes de ensaio, para verificar o teor de humidade do solo; verifica-se a alimentagdo de
ar, se for utilizado um sistema de ensaio fechado;

1 Verifica-se a alimentagdo de ar e regista-se o comportamento dos vermes e a temperatura; colhe-
-se amostras do solo e dos vermes, para determinar a concentragdo do produto quimico em
estudo;

2 O mesmo que no dia 1;

3 Verifica-se a alimentagdo de ar, o comportamento dos vermes e a temperatura;

4 O mesmo que no dia 1;

5-6 O mesmo que no dia 3;

7 O mesmo que no dia 1; adiciona-se ragdo alimentar ao solo; verifica-se o teor de humidade do
solo, pesando novamente os recipientes; repde-se a dgua evaporada;

9 O mesmo que no dia 1;

10 O mesmo que no dia 3;

11 O mesmo que no dia 1;

12 - 13 O mesmo que no dia 3;
14 O mesmo que no dia 1; adiciona-se ragdo alimentar ao solo; mede-se a temperatura e o pH do

solo; verifica-se o teor de humidade do solo, pesando novamente os recipientes de ensaio;
termina a fase de absorcdo; transfere-se os vermes dos replicados expostos restantes para reci-
pientes contendo solo limpo, com vista a fase de eliminagdo (sem purga do trato digestivo);
colhe-se amostras de solo e de vermes dos controlos do solvente.

As atividades de pré-exposicdo (fase de estabelecimento do equilibrio) devem ser programadas
tendo em conta as propriedades do produto quimico em estudo.

As atividades descritas para o dia 3 devem ser executadas diariamente (pelo menos em dias
uteis).
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Apéndice 4

Solo artificial — recomendacdes de preparacio e armazenagem

Dado que podem ndo estar disponiveis ao longo de todo o ano solos naturais de uma determinada origem e que a
presenca de organismos indigenas e de micropoluentes pode influenciar o ensaio, recomenda-se para este um substrato
artificial, o solo artificial a que se refere o capitulo C.8 deste anexo — Toxicidade em relacdo ds minhocas (48). Virias
espécies cobaias podem sobreviver, desenvolver-se e reproduzir-se neste solo, garantindo-se uma estandardiza¢do maxima
e a comparabilidade intralaboratorial e interlaboratorial das condigdes de ensaio e de cultura.

Componentes do solo

Turfa: 10% Turfa de Sphagnum, em conformidade com o Test Guideline 207 da OCDE
(48);

Areia quartzitica: 70 % Areia quartzitica industrial (seca ao ar); granulometria: mais de 50 % das
particulas devem situar-se no intervalo 50-200 pm, mas todas devem ser
< 2 mm;

Argila caulinitica: 20 % Teor de caulinite > 30 %;

Carbonato de célcio: <1% CaCOs;, pulverizado, quimicamente puro.

Opcionalmente, pode reduzir-se o teor de carbono orgéanico do solo artificial — por exemplo, baixando o teor de turfa
para 4-5 % do solo seco e subindo correspondentemente o teor de areia. Com esta redugdo do teor de carbono organico,
podem diminuir-se as possibilidades de adsor¢do do produto quimico em estudo ao solo (carbono organico) e pode
favorecer-se a disponibilizagdo do produto aos vermes (74). Foi demonstrado que as espécies Enchytraeus albidus e Eisenia
fetida podem cumprir os critérios de validade relativos a reproducio quando sujeitas a ensaio em solos naturais com teor
de carbono organico inferior — p. ex., 2,7 % (33)(61). A experiéncia adquirida revela que o mesmo se pode também
conseguir em solo artificial com 5 % de turfa.

Preparacdo

Os componentes secos do solo sdo misturados cuidadosamente (por exemplo, num misturador laboratorial grande). Esta
operacdo deve ser executada cerca de uma semana antes do inicio do ensaio. Depois de misturados, os componentes secos
devem ser humedecidos com dgua desionizada pelo menos 48 horas antes da aplicagdo do produto quimico em estudo, a
fim de equilibrar ou estabilizar a acidez. Para determinar o pH, utiliza-se uma mistura 1:5 de solo com uma solucdo 1 M
de KCl. Se o valor do pH néo estiver dentro do intervalo requerido (6,0 + 0,5), adiciona-se ao solo uma quantidade
suficiente de CaCO;3 ou prepara-se um novo lote de solo.

A capacidade médxima de retengdo de dgua do solo artificial é determinada de acordo com a norma ISO 11268-2 (35).
Pelo menos dois dias antes do inicio do ensaio, o solo artificial seco é humedecido, adicionando dgua desionizada ou
reconstituida até se obter aproximadamente metade do teor final de dgua. O teor final de dgua deve situar-se entre 40 % e
60 % da capacidade médxima de retencdo de dgua. No inicio do ensaio, o solo previamente humedecido ¢ dividido em
tantos lotes quantas as concentragdes e os controlos utilizados no ensaio, e o teor de humidade é ajustado para 40 % a
60 % da capacidade mdxima de retencdo de dgua com a solu¢do do produto quimico em estudo efou adicionando dgua
desionizada ou reconstituida. O teor de humidade é determinado no inicio e no final do ensaio (a 105 °C). Deve ser o
teor 6timo para a espécie sujeita ao ensaio (o teor de humidade pode também ser verificado do seguinte modo:
espremendo o solo delicadamente na mao, devem aparecer pequenas gotas de dgua entre os dedos).

Armazenagem

Os componentes secos do solo artificial podem ser armazenados a temperatura ambiente do laboratorio até a sua
utilizagdo. O solo preparado e previamente humedecido pode ser armazenado em local fresco até trés dias antes do
seu enriquecimento; deve minimizar-se a evaporacdo de dgua. O solo enriquecido com o produto quimico em estudo deve
ser utilizado de imediato, a menos que haja indicagdes de que o solo em questdo pode ser armazenado sem afetar a
toxicidade e a biodisponibilidade do produto quimico em causa. Podem entdo ser armazenadas amostras do solo
enriquecido, respeitando as condigdes recomendadas para o produto quimico em estudo, até a realizacdo das andlises.
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Apéndice 5

Espécies de oligoquetas terrestres recomendadas para ensaios de bioacumula¢io no solo

Minhocas

A espécie recomendada para os ensaios ¢ a Eisenia fetida (Savigny 1826), pertencente a familia Lumbricidae ¢ dividida desde
1972 em duas subespécies — Eisenia fetida e Eisenia andrei (10). Segundo Jaenike (36), trata-se de duas espécies separadas.
A Eisenia fetida € facilmente identificdvel pelas listras amarelas brilhantes intersegmentais, ao passo que a Eisenia andrei tem
cor vermelha escura uniforme. Origindrias provavelmente da regido do Mar Negro, estdo hoje distribuidas por todo o
mundo, sobretudo em habitats antropogenicamente modificados, como as montureiras de compostagem. Ambas podem
ser utilizadas para ensaios ecotoxicoldgicos e de bioacumulagdo.

A Eisenia fetida e a E. andrei sio comercializadas, por exemplo, como isco para pesca. Em compara¢do com outros vermes
da familia Lumbricidae, tém um ciclo de vida curto, atingindo a maturidade por volta dos 2 ou 3 meses (a temperatura
ambiente do laboratdrio). A temperatura 6tima para elas é de 20 a 24 °C. Preferem substratos relativamente hiimidos,
com pH préximo da neutralidade e teor elevado de matéria organica. Como estas espécies tém sido amplamente utilizadas
em ensaios ecotoxicoldgicos estandardizados desde hd uns 25 anos, a sua criagdio em cultura estd bem estabelecida
48)(77).

Ambas as espécies podem ser cultivadas numa ampla gama de residuos de origem animal. O meio de cultura recomen-
dado pela ISO é uma mistura 50:50 de esterco de cavalo ou de bovino com turfa (35). O meio deve ter um pH de 6 a 7
(regulado com carbonato de cdlcio) e baixa condutividade i6nica (menos de 6 mSjcm ou menos de 0,5 % de concentragdo
salina) e ndo deve estar excessivamente contaminado com amoniaco ou urina. Pode também ser utilizado um solo
comercial para jardinagem, sem aditivos, solo artificial correspondente a norma da OCDE (48) ou uma mistura 50:50 de
ambos. O substrato deve estar hiimido, mas ndo encharcado. Sdo adequadas caixas de cultura de 10 a 50 litros.

Para obter minhocas de idade e massa normalizadas, é melhor iniciar a cultura com casulos de ovos. Por conseguinte,
junta-se minhocas adultas a uma caixa de cultura com substrato fresco, para produzir casulos. A experiéncia demonstra
que uma densidade populacional préxima dos 100 vermes adultos por kg de substrato (massa himida) conduz a boas
taxas de reproducdo. Ao cabo de 28 dias, retira-se as minhocas adultas. Os vermes provenientes da eclosio dos ovos sio
utilizados nos ensaios quando atingem a maturidade, ou seja, a partir dos dois meses de idade, mas ndo ultrapassando os
12 meses.

Os vermes destas duas espécies podem ser considerados sauddveis se se movimentarem através do substrato, ndo tentarem
abandond-lo e se reproduzirem continuamente. Movimentos muito lentos ou um posterior de cor amarelada (no caso da
Eisenia fetida) indicam exaustdo do substrato. Nesse caso, recomenda-se substrato fresco efou um ndmero mais reduzido
de animais por caixa.

Referéncias selecionadas adicionais
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Vermes da familia Enchytraeidae

A espécie recomendada para os ensaios é a Enchytraeus albidus (Henle 1837), uma das maiores da familia Enchytracidae de
anelideos oligoquetas (pode atingir 15 mm) e com distribuicio mundial — p. ex., 8. A Enchytraeus albidus encontra-se em
habitats marinhos, limosos ou terrestres, sobretudo em matéria organica em decomposi¢do (algas, produtos de compos-
tagem) e raramente em prados (42). Esta ampla tolerancia ecoldgica e algumas variagdes morfoldgicas indicam que poderd
haver diversas ragas ou subespécies.

A Enchytraeus albidus é comercializada como alimento para peixes. Deve verificar-se se a cultura estd contaminada por
outras espécies, normalmente menores (60). Se houver contaminagao, lavam-se todos os vermes numa placa de Petri e
selecionam-se em seguida, por meio de um estereomicroscopio, grandes espécimes adultos de Enchytraeus albidus, para
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iniciar uma nova cultura. Rejeitam-se todos os restantes individuos. O ciclo de vida da espécie é curto, pois a maturidade
¢ atingida entre os 33 dias (a 18 °C) e os 74 dias (a 12 °C). Somente culturas mantidas no laboratério sem problemas
durante pelo menos cinco semanas (uma geracdo) devem ser utilizadas nos ensaios.

H4 outras espécies do género Enchytraeus igualmente adequadas, com destaque para a Enchytraeus luxuriosus, que tem o seu
habitat verdadeiramente no solo e que foi descrita pela primeira vez na referéncia (65). Se forem utilizadas outras espécies
de Enchytraeus, importa identificé-las claramente e justificar a sele¢do.

A Enchytraeus crypticus (Westheide & Graefe 1992) é uma espécie pertencente ao mesmo grupo da Enchytraeus luxuriosus.
Nio estd provado que ocorra no campo, tendo sido descrita apenas em culturas de minhocas e montureiras de com-
postagem (Rombke 2003). Por conseguinte, desconhece-se as suas exigéncias ecoldgicas originais. Contudo, estudos
laboratoriais recentes em vdrios solos naturais confirmaram que esta espécie tem uma tolerdncia ampla em relagdo a
propriedades do solo como o pH e a textura (Jinsch et al. 2005). Em anos recentes, foi frequentemente utilizada em
estudos ecotoxicolégicos, dada a simplicidade da sua criacio e da sua sujeicdo a ensaio (p. ex., Kuperman et al. 2003). E,
porém, pequena (3-12 mm, com 7 mm em média — Westheide e Miiller 1996), o que dificulta a sua manipulagdo, a
comparar com a Enchytraeus albidus. Se esta espécie for utilizada em vez da Enchytraeus albidus, o recipiente de ensaio pode
ser menor. Por outro lado, deve ter-se em conta que esta espécie se reproduz muito rapidamente, tendo um periodo de
geragdo inferior a 20 dias a 20 + 2 °C (Achazi et al. 1999) ou mesmo mais curto se a temperatura for mais elevada.

Os vermes da espécie Enchytraeus albidus (bem como de outras espécies congéneres) podem ser criados em grandes caixas
de pléstico (por exemplo, de 30 x 60 x 10 cm ou de 20 x 12 x 8 cm, as dimensdes adequadas para a cultura de vermes
de pequeno tamanho), cheias com uma mistura de solo artificial e de solo para jardinagem, ndo contaminado e sem
aditivos. O material de compostagem deve ser evitado, pois pode conter produtos quimicos toxicos, como metais pesados.
Antes da utilizagdo, deve remover-se qualquer fauna do solo de cultura, mediante trés ciclos de ultracongelamento. Pode
também utilizar-se solo artificial puro, mas a taxa de reprodugdo poderd ser mais lenta, em comparacdo com a obtida
com substratos mistos. O substrato deve ter um pH de 6,0 + 0,5. A cultura é mantida numa incubadora a temperatura de
15+ 2°C, sem luz. Devem evitar-se sempre temperaturas superiores a 23 °C. O solo, artificial ou natural, deve estar
hiimido, mas ndo encharcado. Pressionando o solo suavemente com a mao, devem aparecer apenas goticulas de dgua.
Devem evitar-se sempre condi¢des andxicas (por exemplo, se se utilizar uma tampa, esta deve ter orificios em niimero
suficiente para uma boa renovagio do ar). Deve arejar-se o solo da cultura, mexendo-o cuidadosamente uma vez por
semana.

Os vermes devem ser alimentados pelo menos uma vez por semana, ad libitum, com flocos de aveia, que se colocam
numa cavidade da superficie e se cobrem em seguida com solo. Se no recipiente restar alimento da tltima ministragdo, a
quantidade distribuida deve ser ajustada em conformidade. Se se tiverem desenvolvido fungos, o alimento restante deve
ser substituido por uma nova porgdo de flocos. A fim de estimular a reprodugdo, a aveia pode ser complementada, de
duas em duas semanas, com proteinas em pé enriquecidas com vitaminas (2 venda no comércio). Ao cabo de trés meses,
os animais sdo transferidos para uma cultura ou um substrato de reprodugio, recentemente preparados. Os flocos de
aveia, que tém de ser guardados em recipientes herméticos, devem ser tratados em autoclave ou aquecidos antes da sua
ministragdo, para evitar infecdes por dcaros — p. ex., Glyzyphagus sp., Astigmata, Acarina, ou Hypoaspis (Cosmolaelaps)
miles, Gamasida, Acarina. Apds a desinfecdo, os flocos sio moidos, para poderem ser facilmente espalhados na superficie
do solo. Uma outra fonte possivel de alimento é o fermento de padaria ou a comida para peixes TetraMin®.

Em geral, as condigdes de cultura sdo satisfatdrias se os vermes ndo tentarem abandonar o substrato, se movimentarem
rapidamente através do solo, exibirem uma superficie externa brilhante, sem particulas de solo pegadas, e tiverem uma
coloragdo mais ou menos esbranquicada e se forem visiveis vermes de diferentes idades. Na verdade, os vermes podem ser
considerados sauddveis se se reproduzirem continuamente.
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