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II

(Atos ndo legislativos)

REGULAMENTOS

REGULAMENTO (UE) 2017/735 DA COMISSAO
de 14 de fevereiro de 2017

que altera, tendo em vista a adaptacio ao progresso técnico, o anexo do 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, avaliacio, autorizacio e restricio 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.c 1907/2006 do Parlamento Europeu e do Conselho, de 18 de dezembro
de 2006, relativo ao registo, avaliagdo, autorizacdo e restricio dos produtos quimicos (REACH), que cria a Agéncia
Europeia dos Produtos 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 Comisséo (), nomeadamente o artigo 13.2, n.° 2,

Considerando o seguinte:

(1) O Regulamento (CE) n.c 440/2008 da Comissdo (%) estabelece os métodos de ensaio a aplicar para os fins do
Regulamento (CE) n.° 1907/2006 com vista a determinagdo das propriedades fisico-quimicas, da toxicidade e da
ecotoxicidade dos produtos quimicos.

(2) A fim de ter em conta o progresso técnico e de reduzir o niimero de animais utilizados para fins experimentais,
em conformidade com a Diretiva 2010/63/UE do Parlamento Europeu e do Conselho (}), é necessdrio atualizar
o Regulamento (CE) n.c 440/2008 de modo a nele incluir determinados métodos de ensaio, atualizados e novos,
adotados recentemente pela Organizagio de Cooperagio e de Desenvolvimento Econémicos (OCDE).
Consultaram-se as partes interessadas sobre o presente projeto.

(3) A presente adaptacdo ao progresso técnico compreende um método novo para determina¢do de uma propriedade
fisico-quimica, cinco métodos novos e um atualizado para avaliacdes de ecotoxicidade, dois métodos atualizados
para avaliagdo do comportamento e do destino final no ambiente e quatro métodos novos e sete atualizados para
determinagio de efeitos na saiide humana, num total de vinte métodos de ensaio.

(4) A OCDE reexamina regularmente as suas orienta¢des de ensaio (Test Guidelines) para identificar as que se tenham
tornado obsoletas do ponto de vista cientifico. A presente adaptacdo ao progresso técnico elimina seis métodos
de ensaio cujas orienta¢des da OCDE foram canceladas.

() JOL 396 de 30.12.2006, p. 1.

(*) Regulamento (CE) n.° 440/2008 da Comissdo, de 30 de maio de 2008, que estabelece métodos de ensaio nos termos do Regulamento
(CE) n.° 1907/2006 do Parlamento Europeu e do Conselho relativo ao registo, avaliacio, autorizagdo e restricio dos produtos quimicos
(REACH) (JO L 142 de 31.5.2008, p. 1).

() Diretiva 2010/63UE do Parlamento Europeu e do Conselho, de 22 de setembro de 2010, relativa a protecio dos animais utilizados para
fins cientificos (JOL 276 de 20.10.2010, p. 33).
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(5) O Regulamento (CE) n.° 440/2008 deve, portanto, ser alterado em conformidade.

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

ADOTOU O PRESENTE REGULAMENTO:

Artigo 1.°

O anexo do Regulamento (CE) n.c 440/2008 ¢ alterado em conformidade com o anexo do presente regulamento.

Artigo 2.0

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

O presente regulamento é obrigatério em todos os seus elementos e diretamente aplicivel em
todos os Estados-Membros.

Feito em Bruxelas, em 14 de fevereiro de 2017.

Pela Comissdo
O Presidente
Jean-Claude JUNCKER
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ANEXO

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

1) Na parte A, é aditado o seguinte capitulo:

«A.25 CONSTANTES DE DISSOCIACZ\O EM AGQA (METODO DE "l:ITULACAO — METODO ESPETROFOTO-
METRICO — METODO CONDUTIMETRICO)

INTRODUCAO

Este método de ensaio é equivalente ao Test Guideline 112 (1981) da OCDE.

Pré-requisitos
— Meétodo analitico adequado

— Solubilidade em dgua

Dados para orientagio
— Foérmula estrutural
— Condutividade elétrica (método condutimétrico)

Condigdes de admissibilidade

— Todos os métodos de ensaio podem ser executados com substincias puras ou comerciais. Devem ser tidos em
conta os possiveis efeitos de impurezas nos resultados.

— O método por titulagio ndo é adequado para substincias de baixa solubilidade (ver infra, «solugdes de ensaio»).
— O método espetrofotométrico s6 € aplicavel a substancias cujas formas dissociada e nio dissociada tém espetros
de absor¢do UV/|VIS apreciavelmente diferentes. Pode também ser adequado para substincias com baixa

solubilidade e para substancias dissociativas que ndo sejam 4dcidas nem bdsicas (p. ex., formagdo de complexos).

— Nos casos que obedecem a equagdo de Onsager, pode utilizar-se um método condutimétrico, mesmo em
concentragdes relativamente baixas e em casos nos quais ndo exista um equilibrio acido/base.

Documentos normalizados

O presente método baseia-se nos métodos indicados nas referéncias incluidas na respetiva sec¢do e no Preliminary
Draft Guidance for Premanufacture Notification da EPA, de 18 de agosto de 1978.

METODO — INTRODUCAO, FINALIDADE, AMBITO, PERTINENCIA, APLICACAO E LIMITES DO ENSAIO

A dissociacgio de uma substancia na dgua é importante para avaliar o seu impacto no ambiente. Determina a forma

da substincia, que, por sua vez, determina o seu comportamento e o seu transporte. Pode afetar a absor¢io da
substancia nos solos e nos sedimentos, bem como nas células bioldgicas.

Definicdes e unidades

Dissociacdo é a divisdo reversivel em duas ou mais espécies quimicas, que podem ser idnicas. O processo, em
termos gerais, é expresso pela equagdo

RX = R+ X~
A constante de equilibrio que rege a reacdo, expressa em funcdo da concentragio, é dada por

R
RX
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Por exemplo, no caso particular em que R é o hidrogénio (substincia dcida), a constante é

. X
Ka_[H ][HX]
pKa:pH—log%

Substancias de referéncia

Quando se investiga uma substancia nova, ndo é necessirio utilizar em todos os casos as substancias de referéncia
que se seguem. Referem-se, principalmente, para executar com regularidade a calibragio do método, bem como
para possibilitar a comparagdo dos resultados se se aplicar outro método.

pK, () Temp. em °C
p-Nitrofenol 7,15 251
Acido benzoico 4,12 20
p-Cloroanilina 3,93 20

(") Nao se dispde de nenhum valor a 20 °C, mas pode presumir-se que a variabilidade dos resultados de medi¢do ¢é superior a de-
pendéncia previsivel da temperatura

Seria til dispor de uma substincia com vérios pKs, conforme se referird na descri¢do do principio do método.
Uma substancia desse tipo pode ser, por exemplo:

Acido citrico pK, (8) Temp. em °C
1) 3,14 20
2) 4,77 20
3) 6,39 20

Principio do método de ensaio

Em termos gerais, o processo descrito depende apenas ligeiramente da temperatura, na gama de temperaturas
relevantes do ponto de vista ambiental. A determinagdo da constante de dissociagdo exige a medigdo das concen-
tracdes das formas dissociada e ndo dissociada do produto quimico. A constante pode ser determinada com base na
estequiometria da reacdo de dissociacdo indicada em «Defini¢des e unidades» No caso especifico descrito no
presente método de ensaio, a substincia comporta-se como 4cido ou como base, sendo a determinacio feita, de
forma mais pratica, pela determinacdo das concentracdes relativas das formas ionizada e ndo ionizada da substancia
e do pH da solugdo. A relacio entre estes termos ¢ dada pela equacdo que define o pK,, na seccdo «Defini¢Bes e
unidades» Algumas substincias apresentam virias constantes de dissociagdo, para as quais se podem estabelecer
equagdes semelhantes. Alguns dos métodos a seguir descritos sio também adequados para processos de dissociagdo
que ndo envolvam 4cidos nem bases.

Critérios de qualidade
Repetibilidade

A constante de dissociagdo deve ser reprodutivel com uma aproximacio a + 0,1 unidades logaritmicas (no minimo,
trés determinacdes).
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DESCRICAO DO PROTOCOLO DE ENSAIO

Podem adotar-se duas abordagens bdsicas para a determinacio do pK,. Uma delas consiste na titulagio de uma
determinada quantidade de substincia com um padrio dcido ou bésico, consoante o caso; a outra consiste em
determinar a concentracdo relativa das formas ionizada e nio ionizada e a sua dependéncia do pH.

Preparacoes

Os métodos baseados nos referidos principios compreendem processos de titulagdo, espetrofotométricos e conduti-
métricos.

Solugdes utilizadas no ensaio

Nos métodos de titulagio e condutimétrico, o produto quimico deve ser dissolvido em dgua destilada. No caso da
espetrofotometria e de outros métodos, utilizam-se solugdes-tampdo. A concentragio da substincia em estudo ndo
pode exceder 0,01 M ou metade da concentragio de saturagdo (prevalecendo o menor destes valores), devendo
utilizar-se uma substancia com a maior pureza possivel para completar as solugdes. Se a substancia for modera-
damente solivel, pode ser dissolvida numa pequena quantidade de solvente miscivel em dgua antes de ser
adicionada nas concentracdes atrds indicadas.

Deve averiguar-se a presenca de emulsdes nas soluc¢des por recurso a um feixe de filtragdo, em especial se se utilizar
um cossolvente para reforgar a solubilidade. Se se utilizarem solu¢des-tampdo, a concentragio do tampdo nio pode
exceder 0,05 M.

Condicdes de realizacio do ensaio

Temperatura

A temperatura deve ser mantida num intervalo mdximo de * 1 °C. A determinagio deve ser efetuada, de
preferéncia, a temperatura de 20 °C.

Caso se preveja que os resultados dependam da temperatura, a determinagdo deve ser efetuada a, pelo menos, duas
outras temperaturas de ensaio. Nestas condi¢des, os intervalos de temperatura devem ser de 10 °C e a temperatura
deve ser mantida a £ 0,1 °C.

Andlises

O método serd determinado pela natureza da substancia que se pretende ensaiar. Deve ser suficientemente sensivel
para permitir a determinacfo das diferentes espécies em cada concentragdo de ensaio.

Realizacio do ensaio

Meétodo de titulacdo

A solugdo de ensaio é titulada com a solugdo-padrdo de dcido ou de base, consoante o caso, medindo-se o pH apds
cada adigdo de titulante. Devem efetuar-se, pelo menos, 10 adi¢des antes de ser atingido o ponto de equivaléncia. Se
o equilibrio for atingido com rapidez suficiente, pode utilizar-se um potenciémetro registador. Neste método, tanto
a quantidade total como a concentracio da substincia tém de ser conhecidas com rigor. Devem ser tomadas
precaugdes para evitar a interferéncia de diéxido de carbono. Os ensaios de referéncia (p. ex., referéncias (1), (2), (3)
e (4)) contém pormenores sobre o procedimento, as precaugdes a tomar e os cédlculos.

Meétodo espetrofotométrico

Determina-se o comprimento de onda ao qual as formas ionizada e ndo ionizada da substincia tém coeficientes de
extingdo consideravelmente diferentes. Obtém-se o espetro de absor¢do no UV|VIS de solugdes de concentracio
constante, em fungdo do pH, para substincias essencialmente ndo ionizadas e totalmente ionizadas, a varios pH
intermédios. Para tal, pode proceder-se a adicio de porcdes de dcido ou base concentrados a um volume relati-
vamente grande de uma solugdo da substincia num tampdo multicomponentes, a um pH inicialmente alto ou baixo
(ref. 5), ou a adi¢do de volumes iguais de uma solugio de reserva da substincia (p. ex., em dgua ou metanol)
a volumes constantes de diversas solugdes-tampado que abranjam o intervalo de pH pretendido. A partir dos valores
de pH e de absorvancia no comprimento de onda selecionado, calcula-se um ndmero suficiente de valores de pK,
utilizando dados a, pelo menos, cinco pH, se a substincia for ionizada a, pelo menos, 10 % e a menos de 90 %.
A referéncia (1) apresenta dados experimentais complementares e o método de célculo.
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Método condutimétrico

Utilizando uma célula de constante conhecida (baixa), mede-se a condutividade de uma solucio aproximadamente
0,1 M da substincia em dgua condutora. Medem-se também as condutividades de uma série de dilui¢des rigorosas
da solucdo. Reduz-se a concentragdo para metade em cada ensaio, devendo a série abranger, pelo menos, uma
ordem de grandeza de concentragdo. Determina-se a condutividade-limite a uma dilui¢do infinita, realizando um
ensaio similar com o sal sédico e extrapolando. O grau de dissociacdo pode ser calculado a partir da condutividade
de cada solucdo, utilizando a equagio de Onsager; a constante de dissociagdo pode ser calculada por recurso a lei da
dilui¢do de Ostwald, de acordo com a equagio K = a2C/(1 — a, em que C é a concentragdo, em moles por litro, e a
a fragio dissociada. Devem tomar-se precaugdes para evitar a interferéncia de CO,. Os textos normalizados e as
referéncias (1), (6) e (7) apresentam dados experimentais complementares, assim como o método de célculo.

RESULTADOS E RELATORIO

Tratamento dos resultados
Meétodo de titulagio

Calcula-se o pK, para 10 pontos medidos na curva de titulagdo. Calculam-se a média e o desvio-padrdo dos valores
de pK,. Juntamente com a apresentagdo na forma de quadro, deve fornecer-se uma representagio grafica do pH em
funcio do volume da base-padrio ou do dcido-padrio.

Meétodos espetrofotométricos

Tabulam-se a absorvéncia e o pH relativamente a cada espetro. Calculam-se, pelo menos, cinco valores de pK,
a partir dos dados espetrais intermédios, calculando-se também a média e o desvio-padrdo dos resultados.

Meétodo condutimétrico

A condutividade equivalente, A, é calculada para cada concentracio de dcido e para cada concentragio de uma
mistura de um equivalente de dcido e 0,98 equivalentes de hidréxido de sédio isento de carbonatos. Utiliza-se dcido
em excesso a fim de evitar um excesso de ides OH- devido a ocorréncia de hidrdlise. Representa-se graficamente 1/
[A em fungdo de O_C; o valor A, do sal pode ser determinado por extrapolacdo a concentragdo zero.

O valor A, do dcido pode ser calculado utilizando os valores referidos na bibliografia para H* e Na*. O pK, pode ser
calculado com base nas equagdes a = A, [A, e K, = a2C/(1 — a), para cada concentragdo. Podem obter-se valores mais
rigorosos de K, aplicando corregdes relativas a mobilidade e a atividade. Devem calcular-se a média e o desvio-
-padrdo dos valores de pK,

Relatério de ensaio
Devem apresentar-se todos os dados em bruto e os valores calculados de pK,, juntamente com o método de célculo
(de preferéncia em forma de quadro, como sugerido na ref. 1), assim como os parimetros estatisticos acima

descritos. No respeitante aos métodos por titulacdo, devem fornecer-se pormenores sobre a normaliza¢gdo dos
titulantes.

No respeitante ao método espetrofotométrico, devem apresentar-se todos os espetros. No respeitante ao método
condutimétrico, deve especificar-se 0 modo de determinagio da constante da célula. Devem também fornecer-se
informagdes sobre a técnica utilizada, os métodos analiticos e a natureza dos eventuais tampdes utilizados.

Devem ainda comunicar-se as temperaturas de ensaio.

REFERENCIAS
1) Albert, A. & Sergeant, E.P.: Ionization Constants of Acids and Bases, Wiley, Inc., New York, 1962.

2) Nelson, N.H. & Faust, S.D.: Acidic dissociation constants of selected aquatic herbicides, Env. Sci. Tech. 3, II, pp.
1186-1188 (1969).
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3) ASTM D 1293 — Annual ASTM Standards, Philadelphia, 1974.

4) Standard Method 242. APHA|AWWA|WPCF, Standard Methods for the Examination of Water and Waste Water, 14th
Edition, American Public Health Association, Washington, D.C., 1976.

5) Clark, J. & Cunliffe, A.E.: Rapid spectrophotometric measurement of ionisation constants in aqueous solution.
Chem. Ind. (London) 281, (marco de 1973).

6) ASTM D 1125 — Annual ASTM Standards, Philadelphia, 1974.
7) Standard Method 205 — APHA/AWWA/NPCF [ver (4) acima].
8) Handbook of Chemistry and Physics, 60th ed. CRC-Press, Boca Raton, Florida, 33431 (1980).»

N
—

Na parte B, o capitulo B.5 é substituido pelo seguinte texto:

«B.5 IRRITACAO/CORROSAO OCULAR AGUDAS
INTRODUCAO

Este método de ensaio é equivalente ao Test Guideline 405 (2012) da OCDE. Para que espelhem o estado da ciéncia,
os Test Guidelines da OCDE para o ensaio de produtos quimicos sdo revistos periodicamente. Em revisdes anteriores
do Test Guideline 405, foi dada especial atencdo aos possiveis melhoramentos resultantes da avaliagio de toda
a informacdo ja existente sobre o produto quimico em estudo, de modo a evitar ensaios desnecessdrios em animais
de laboratério e assim atender a problemdtica do bem-estar animal. O Test Guideline 405 (adotado em 1981 e
atualizado em 1987, 2002 e 2012) inclui a recomendagio de se efetuar uma andlise de ponderacio da suficiéncia
da prova (1) dos dados relevantes ja existentes antes de se realizar o ensaio in vivo descrito para a irritagdo/corrosdo
aguda. No caso de nio se encontrarem disponiveis dados suficientes, recomenda-se a obtengdo desses dados através
da aplicacdo de ensaios sequenciais (2) (3). A estratégia de ensaio recomendada inclui a realizacdo de ensaios in vitro
validados e reconhecidos, como se descreve no suplemento do presente método. As orientagdes da Agéncia
Europeia dos Produtos Quimicos (ECHA) compreendem igualmente uma estratégia de ensaio integrada (21) para os
efeitos do Regulamento (CE) n.c 1907/2006, relativo ao registo, avaliagdo, autoriza¢do e restricio dos produtos
quimicos (REACH) ('). Apenas se deve recorrer a ensaios em animais se tal vier a ser considerado necessario depois
de examinados os métodos alternativos disponiveis e de aplicados os tidos como adequados. A data da atualizacio
do presente método de ensaio, hd casos em que continua a ser necessdrio recorrer a este método ou em que
determinados quadros legislativos o exigem.

A atualizagdo mais recente, sem incidéncias nos conceitos bdsicos e na estrutura das orientacdes de ensaio, centrou-
-se na utilizagdo de analgésicos e de anestésicos. O ICCVAM () e um painel cientifico internacional independente de
pares avaliadores examinaram a utilidade e as limitagdes da utilizagdo rotineira de anestésicos tépicos, de
analgésicos sistémicos e de pardmetros eticamente aceitdveis em ensaios de irritagdo ocular in vivo realizados por
razdes de seguranga. Concluiu-se do exame efetuado que o recurso a anestésicos topicos e a analgésicos sistémicos
pode eliminar praticamente ou mesmo eliminar na totalidade a dor e o sofrimento causados aos animais, sem
prejudicar os resultados dos ensaios, tendo sido recomendada a utilizagdo sistemadtica dessas substancias. O presente
método tem em conta o referido exame. Nos ensaios de irritagdo e corrosio ocular aguda in vivo devem ser
utilizados rotineiramente anestésicos topicos, analgésicos sistémicos e parametros eticamente aceitdveis. As excegdes
a este principio tém de ser justificadas. Os aperfeicoamentos incorporados no presente método reduzirdo substan-
cialmente ou eliminardo mesmo a dor e o sofrimento dos animais na maior parte das situacdes ensaiadas, nos casos
em que continue a ser necessdrio realizar ensaios oculares in vivo por razdes de seguranca.

Uma gestdo preventiva e equilibrada da dor passa: (i) pela administragdo rotineira de um anestésico tdpico
(proparacaina ou tetracaina, por exemplo) e de um analgésico sistémico (por exemplo a buprenorfina) antes da
aplicagdo do produto quimico em estudo; (ii) por um programa de analgesia sistémica de rotina apds a aplicagdo do
produto quimico em estudo (através da buprenorfina e do meloxicam, por exemplo); (ili) por um programa de
observacdo, monitorizagdo e registo de sinais clinicos de dor efou sofrimento nos animais; (iv) por um programa de
observagdo, monitorizagdo e registo da natureza, intensidade e evolugdo das lesdes oculares. Apresentam-se mais
elementos nos procedimentos atualizados a seguir descritos. Para evitar interferéncias no estudo, ndo devem ser
administrados anestésicos ou analgésicos tdpicos depois de administrado o produto quimico em estudo. Os
analgésicos anti-inflamatérios (por exemplo o meloxicam) ndo devem ser aplicados por via topica e as doses
utilizadas por via sistémica ndo devem interferir nos efeitos oculares.

Estabelecem-se defini¢des no apéndice 1 do método de ensaio.

(") Regulamento (CE) n.° 1907/2006 do Parlamento Europeu e do Conselho, de 18 de dezembro de 2006, relativo ao registo, avaliacio,
autorizagdo e restrigio dos produtos quimicos (REACH), que cria a Agéncia Europeia dos Produtos 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 (JO L 304 de
22.11.2007,p. 1).

Interagency Cogrdizlating Committee on the Validation of Alternative Methods (comité de coordenagio interagéncias na validagdo de métodos
alternativos, dos E.U.A.).

—
-



L112/8 Jornal Oficial da Unido Europeia 28.4.2017

CONSIDERACOES INICIAIS

Tendo em vista o melhor interesse cientifico e o bem-estar animal, nio se deve encarar a realizacio de ensaios in
vivo enquanto ndo tiverem sido avaliados, por meio de uma andlise de ponderagio da suficiéncia da prova, todos os
dados disponiveis relevantes para os potenciais efeitos corrosivos/irritantes do produto quimico ao nivel ocular. Os
dados compreendem elementos indiciadores de estudos ji realizados no ser humano efou em animais de
laboratério, provas de efeitos corrosivos/irritantes de uma ou mais substincias estruturalmente afins ou de misturas
dessas substancias, dados reveladores de elevada acidez ou alcalinidade do produto quimico (4) (5) e resultados de
ensaios in vitro ou ex vivo de corrosio da pele e de corrosdofirritacio ocular validados e reconhecidos (6) (13) (14)
(15) (16) (17). Estes estudos podem ter sido realizados antes de uma andlise de ponderagdo da suficiéncia da prova
ou té-lo sido no seguimento dessa andlise.

No caso de alguns produtos quimicos, a referida andlise pode revelar a necessidade de estudos in vivo do potencial
de irritagdo/corrosdo ocular do produto quimico. Nesses casos, antes de se ponderar a realizagio de um ensaio
ocular in vivo, deve efetuar-se, preferencialmente, um estudo in vitro e/ou in vivo dos efeitos de corrosio da pele do
produto quimico, a avaliar de acordo com a estratégia de ensaio sequencial descrita no método de ensaio B.4 (7) ou
com a estratégia de ensaio integrada descrita nas orientacdes da Agéncia Europeia dos Produtos Quimicos (21).

O presente método compreende um suplemento descritivo de uma estratégia de ensaio sequencial que contempla
a realizagdo de ensaios validados de corrosdofirritagio ocular in vitro ou ex vivo. A mesma estratégia é contemplada
nas orientagdes da ECHA, para efeitos do Regulamento REACH (21). Recomenda-se a aplicagdo dessa estratégia de
ensaio sequencial antes da realizacdo de ensaios in vivo. No caso dos produtos quimicos novos, recomenda-se
o recurso a uma metodologia de ensaio por etapas para obter dados cientificos fidveis sobre os efeitos corrosivos/
[irritantes do produto quimico. No caso dos produtos quimicos j4 existentes, mas para os quais ndo se disponha de
dados suficientes sobre corrosiofirritagio da pele e corrosdolfirritagio ocular, pode recorrer-se a referida estratégia
para obter os dados em falta. Caso se opte por uma estratégia ou um protocolo de ensaio diferente ou se decida
ndo aplicar uma metodologia de ensaio por etapas, serd necessdrio justific-lo.

PRINCIPIO DO ENSAIO IN VIVO

Apds a administracio de um analgésico sistémico e a inducdo da anestesia topica adequada, aplica-se uma dose
tnica do produto quimico em estudo num dos olhos do animal utilizado no ensaio, servindo o outro olho de
amostra de controlo. Avalia-se o grau de irritagdo/corrosdo ocular pontuando as lesdes da conjuntiva, da cérnea e
da fris a intervalos determinados. Para possibilitar uma avaliacio completa dos efeitos, também se descrevem os
outros efeitos oculares e as perturbacdes sistémicas. A duragdo do estudo deve ser suficiente para avaliar a reversibi-
lidade ou irreversibilidade dos efeitos.

Os animais que, em qualquer estddio do ensaio, apresentem sinais de dor efou sofrimento acentuados ou lesdes que
excedam os niveis maximos eticamente aceitdveis descritos neste método (ver o ponto 26) devem ser eutanasiados,
procedendo-se a avaliagio do produto quimico em conformidade. Os critérios por que se deve reger a decisio de
eutanasiar animais moribundos e animais em grande sofrimento constam de um documento de orienta¢des da
OCDE (8).

PREPARACAO PARA O ENSAIO IN VIVO

Escolha da espécie

O coelho albino é o animal de laboratério mais adequado, devendo recorrer-se a animais adultos jovens e saudaveis.
Se forem utilizadas outras estirpes ou espécies serd necessario justifica-lo.

Preparacdo dos animais

24 horas antes de lhe dar inicio, examinam-se ambos os olhos de cada animal provisoriamente selecionado para
o ensaio. Ndo devem ser utilizados animais que apresentem irritacio ocular, defeitos oculares ou lesdes da cornea.

Condigdes de alojamento e de alimentagio

Os animais devem ser alojados individualmente. A temperatura do biotério para o coelho deve ser de 20 °C (£ 3 °
(). 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 iluminagdo deve ser artificial, com uma alternincia de 12 horas de
luz e 12 horas de escuriddo. A intensidade luminosa ndo deve ser excessiva. Para a alimentacdo, podem ser usadas
dietas convencionais de laboratério, com acesso ilimitado a dgua potavel.
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PROTOCOLO DE ENSAIO

Utilizacdo de anestésicos tépicos e de analgésicos sistémicos

Para evitar ou minimizar a dor e o sofrimento nos ensaios oculares realizados por razdes de seguranga,
recomendam-se os procedimentos a seguir descritos. Em alternativa, pode proceder-se de outro modo que compro-
vadamente permita evitar ou aliviar a dor e o sofrimento com eficdcia idéntica ou superior a destes procedimentos.

— Para gerar um nivel terapéutico de analgesia sistémica, administram-se, por inje¢do subcutinea, 0,01 mg de
buprenorfina por quilograma, sessenta minutos antes da aplicagdo do produto quimico em estudo. Ndo hd
indicac¢des disso nem é previsivel que a administragdo sistémica de buprenorfina e outros analgésicos opidceos
similares influencie as reacdes oculares (12).

— Cinco minutos antes da aplicagio do produto quimico em estudo, aplicam-se a cada olho uma ou duas gotas de
um anestésico topico ocular (por exemplo cloridrato de proparacaina a 0,5 % ou cloridrato de tetracaina
a 0,5 %). Para evitar eventuais interferéncias no estudo, recomendam-se anestésicos tépicos sem conservantes.
Serve de amostra de controlo o olho de cada animal que nio recebe o produto quimico em estudo, mas que é
anestesiado por via topica. Se for previsivel que cause dor e sofrimento acentuados, o produto quimico em
estudo ndo serd normalmente ensaiado in vivo. Todavia, em caso de davida ou se for necessdrio realizar
o ensaio, deve ponderar-se a realizacio de aplicacdes adicionais do anestésico topico a intervalos de cinco
minutos, antes da aplicagdo do produto quimico em estudo. Alerta-se, porém, para o facto de que aplicacdes
multiplas de anestésicos topicos podem aumentar ligeiramente a gravidade das lesdes induzidas pela aplicagdo
do produto quimico em estudo efou o tempo de reversio das mesmas.

— Para gerar um nivel terapéutico continuo de analgesia sistémica, injetam-se por via subcutinea 0,01 mg de
buprenorfina por quilograma e 0,5 mg de meloxicam por quilograma, oito horas apds a aplicagdo do produto
quimico em estudo. Embora os dados disponiveis ndo apontem para nenhum efeito anti-inflamatério do
meloxicam nos olhos quando administrado diariamente por via subcutinea, este analgésico ndo deve ser
administrado antes de transcorridas 8 horas sobre a aplicacdo do produto quimico, para evitar qualquer interfe-
réncia com o estudo (12).

— Apés a primeira injecdo 8 horas depois de aplicado o produto quimico em estudo, injetam-se por via
subcutdnea 0,01 mg de buprenorfina por quilograma, de doze em doze horas, em associagio com 0,5 mg de
meloxicam por quilograma, de 24 em 24 horas, até ao desaparecimento das lesdes oculares e de qualquer sinal
clinico de dor ou sofrimento. Para diminuir a frequéncia da administracdo de analgésicos, pode ponderar-se
o recurso a preparagdes analgésicas de libertacdo prolongada.

— Se a analgesia preventiva e a anestesia topica se revelarem inadequadas, deve proceder-se a uma analgesia de
emergéncia imediatamente apds a aplicagdo do produto quimico em estudo. Se um animal evidenciar sinais de
dor ou sofrimento durante o estudo, em vez da aplicacio subcutinea de 0,01 mg de buprenorfina por
quilograma de doze em doze horas, deve ser-lhe imediatamente ministrada, por via subcutinea, uma dose de
emergéncia de 0,03 mg de buprenorfina por quilograma, a qual, se necessdrio, pode ser repetida, com intervalos
ndo inferiores a 8 horas. Em associacio com a dose de emergéncia de buprenorfina, mas sé depois de
transcorridas 8 horas sobre a aplicagdo do produto quimico em estudo, administram-se, por via subcutanea,
0,5 mg de meloxicam por quilograma, de 24 em 24 horas.

Aplicacdo do produto quimico em estudo

Deposita-se 0 produto quimico em estudo no saco conjuntival de um dos olhos de cada animal, depois de cuidado-
samente afastada do globo ocular a pdlpebra inferior. Em seguida, juntam-se cuidadosamente as pélpebras durante
cerca de um segundo, para evitar perdas. O outro olho, no qual nio é aplicado o produto quimico em estudo, serve
de amostra de controlo.

Irrigagdo

Os olhos dos animais utilizados no ensaio ndo devem ser lavados durante, pelo menos, as 24 horas seguintes a
instilacdo do produto quimico em estudo, exceto no caso dos sélidos (ver o ponto 18) e se surgir imediatamente
alguma manifestacdo de corrosdo ou de irritagdo. Passadas 24 horas, pode efetuar-se uma lavagem, se se considerar
adequado.

Nio se recomenda a utilizacio de um grupo-satélite de animais para investigar a influéncia da lavagem, a menos
que razdes cientificas o justifiquem. Se for necessdrio um grupo-satélite de animais, este deve ser constituido por
dois coelhos. As condi¢des de lavagem devem ser cuidadosamente documentadas; por exemplo: data e hora da
lavagem; composicio e temperatura da solugdo de lavagem; duracio, volume e velocidade de aplicacio.
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Nivel de dosagem

1) Ensaio de liquidos

No ensaio de liquidos utiliza-se uma dose de 0,1 ml. Ndo devem ser utilizados nebulizadores de bomba para instilar
diretamente o produto quimico no olho. O liquido deve ser nebulizado e recolhido num recipiente antes de se
instilarem 0,1 ml no olho.

2) Ensaio de sdlidos

No ensaio de sélidos, massas ou produtos quimicos em particulas, a quantidade a utilizar deve ser de 0,1 ml ou
uma massa ndo superior a 100 mg. O produto quimico em estudo deve ser reduzido a um pé fino. O volume da
matéria sélida deve ser medido ap6s compactagdo ligeira; por exemplo: batendo vdrias vezes, com cuidado, no
recipiente que a contém. Se, aquando da primeira observagdo, 1 hora apés a aplicagdo do produto quimico sélido
em estudo, este ndo tiver sido removido, pelos mecanismos fisiologicos, do olho do animal ensaiado, pode lavar-se
o olho com soro fisioldgico ou dgua destilada.

3) Ensaio de aerosséis

Recomenda-se que o volume a instilar seja previamente extraido do nebulizador de bomba ou pulverizador de
aerossol, antes de o aplicar no olho. A tnica excegdo é para produtos quimicos que se apresentem em recipientes
de aerossol pressurizados, os quais ndo podem ser previamente extraidos por se vaporizarem. Nesses casos, deve
manter-se o olho aberto e administrar-se o produto quimico por meio de um jato tnico com a duragdo aproximada
de um segundo, mantendo o recipiente a distincia de 10 cm, diretamente a frente do olho. A distincia pode variar
em fungdo da pressdo do jato e da composi¢io do mesmo. Devem ser tomadas precaugdes adequadas para que
a pressdo do jato ndo lesione o olho. Em determinados casos, pode ser necessirio avaliar o potencial de lesdo
«mecanica» do olho pela forca exercida pelo jato.

Pode obter-se uma estimativa da dose de um aerossol através da simulacio da aplicagdo no ensaio da seguinte
forma: pulveriza-se o produto quimico para um papel de pesagem através de uma abertura do tamanho de um olho
de coelho, colocada diretamente a frente do papel. O aumento de peso do papel corresponde aproximadamente a
quantidade pulverizada no olho. No caso dos produtos quimicos voldteis, pode estimar-se a dose pesando
o recipiente que contém o produto quimico em estudo antes e depois de este dele ser retirado.

Ensaio inicial (ensaio in vivo de irritacio/corrosio ocular num tinico animal)

Recomenda-se vivamente que o ensaio in vivo seja realizado uma primeira vez num tnico animal (ver o suplemento
«Estratégia de ensaio sequencial para irritagdo e corrosdo oculares» a este método de ensaio). A passagem ou nio
a um ensaio de confirmagdo noutro animal depende da intensidade e do grau de reversibilidade observados no
primeiro.

Se os resultados deste primeiro ensaio, realizado conforme descrito, indicarem que o produto quimico é corrosivo
ou irritante severo para o olho, deve por-se termo aos ensaios de irritagdo ocular.

Ensaio de confirmacio (ensaio in vivo de irritacio ocular noutros animais)

Se, no ensaio inicial, ndo for observada corrosio nem irritacio severa, é necessdrio confirmar a reagdo de irritacdo
ou a reagdo negativa noutro animal ou noutros dois animais. Se, no ensaio inicial, for observada irritacdo,
recomenda-se que o ensaio de confirmacio seja realizado num animal de cada vez, ndo expondo os dois animais
simultaneamente. Se for observada corrosio ou irritagio severa no segundo animal, ndo se continua o ensaio. Se os
resultados observados no segundo animal permitirem estabelecer uma classificacio de perigosidade, também nio
serd necessario prosseguir o ensaio.

Periodo de observagio

O perfodo de observacio deve ser suficiente para uma avaliagio completa da intensidade e da reversibilidade dos
efeitos observados. No entanto, as experiéncias devem ser imediatamente interrompidas se algum animal apresentar
sinais de dor intensa ou de grande sofrimento (8). Para determinar a reversibilidade dos efeitos, normalmente os
animais devem ser examinados durante 21 dias ap6s a administracio do produto quimico em estudo. Caso se
observe reversibilidade antes de terminado o periodo de 21 dias, interrompem-se imediatamente as experiéncias.
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Exames clinicos e pontuacio das reagdes oculares

Uma hora apés a aplicagdo do produto quimico em estudo e, subsequentemente, pelo menos uma vez por dia,
observam-se atentamente os olhos para verificar a presenga ou auséncia de lesdes oculares. Nos trés primeiros dias,
os animais devem ser examinados vdrias vezes por dia, para que as eventuais decisdes de pdr termo aos ensaios
possam ser tomadas atempadamente. Os animais utilizados no ensaio devem ser sujeitos a exames de rotina
durante o estudo, pelo menos duas vezes por dia, respeitando um intervalo de, pelo menos, seis horas entre os
exames (que, ainda assim, pode ser reduzido em caso de necessidade), com vista a detecdo de sinais clinicos de dor
e/ou sofrimento (por exemplo, tocam repetidamente com as patas no olho, ou cocam-no repetidamente, pestanejam
demasiado ou lacrimejam muito) (9) (10) (11). Estes exames sdo necessrios para: (i) detetar adequadamente
qualquer sinal de dor ou de sofrimento dos animais, a fim de poder tomar decisdes fundamentadas sobre
a necessidade de aumentar ou ndo a dose de analgésicos; (i) detetar qualquer indicio de que os niveis maximos
eticamente aceitaveis tenham sido excedidos, a fim de poder tomar decisdes fundamentadas sobre a conveniéncia de
eutanasiar os animais, em ambos os casos atempadamente. Para facilitar a detegdo e a medi¢do das lesdes oculares e
determinar se os niveis maximos eticamente aceitdveis ja foram excedidos, utiliza-se normalmente a coloragio pela
fluoresceina e, se necessdrio (por exemplo para determinar a profundidade da lesdo em caso de ulceracdo da
cérnea), um biomicroscopio equipado com lampada de fenda. Para referéncia e para manter um registo permanente
da extensdo das lesdes oculares, podem tirar-se fotografias digitais das lesdes observadas. Os animais s6 devem ser
mantidos em ensaio durante o tempo necessdrio para obter informacdes definitivas. Os que evidenciem dor intensa
ou grande sofrimento devem ser eutanasiados sem demora, procedendo-se a avaliacio do produto quimico em
conformidade.

Devem ser eutanasiados os animais que, depois da instilacdo, apresentem as seguintes lesdes oculares (ver no
quadro 1 a descricdo da graduacio das lesdes): perfuragio da cérnea ou ulceragdo significativa da cérnea associada
a estafiloma; presenca de sangue na cdmara anterior do olho; opacidade da cornea de grau 4; auséncia de reflexo a
luz (resposta da iris de grau 2), persistente durante 72 horas; ulceragio da membrana conjuntival; necrose das
conjuntivas ou da membrana nictitante; ou descamagdo. A razdo disto é que normalmente estas lesdes sdo irrever-
siveis. Recomenda-se ainda que as lesdes oculares a seguir indicadas sejam consideradas motivo eticamente
suficiente para por termo ao estudo antes de concluido o periodo de observagio programado de 21 dias (trata-se de
lesdes indiciadoras de sintomatologia de efeitos corrosivos ou de irritagdo severa e de lesdes previsivelmente nio
reversiveis na totalidade até ao final do periodo de observagdo de 21 dias): lesdes muito profundas (por exemplo
ulceragdes da cérnea que vdo além das camadas superficiais do estroma), destrui¢gdo do limbo superior a 50 %
(evidenciada pelo embranquecimento do tecido conjuntival) e infecdo ocular severa (corrimento purulento).
A associagdo de vascularizagdo da superficie da cérnea (pano) a uma superficie corada pela fluoresceina que nio vai
diminuindo dia a dia efou a inexisténcia de reepitelizacio 5 dias apds a aplicacdo do produto quimico em estudo
também pode ser ponderada como critério potencialmente ttil a ter em conta nas decisdes clinicas de por ou ndo
termo ao estudo antecipadamente. Todavia, cada uma destas observacdes ndo é, por si so, suficiente para justificar
o termo antecipado do estudo. Se forem detetados efeitos oculares severos, deve solicitar-se, ao veterindrio
assistente, a outro veterindrio especializado em animais de laboratério ou a pessoal formado na identificagio de
lesdes clinicas, que proceda a um exame clinico para determinar se a associagdo dos ditos efeitos constitui motivo
suficiente para antecipar o termo do estudo. Determinam-se e registam-se os graus de reacdo ocular (das
conjuntivas, da cérnea e da iris) transcorridas 1, 24, 48 e 72 horas sobre a aplicagio do produto quimico em
estudo (quadro 1). Os animais nos quais ndo se desenvolvam lesdes oculares nos trés dias subsequentes a instilagdo
podem ser retirados do estudo. Os que ndo apresentem lesdes severas devem permanecer sob observagio até ao
desaparecimento das lesdes ou durante 21 dias, apds o que se pde termo ao estudo. Como minimo, os exames de
avaliagdo de lesdes e de apreciagio da reversibilidade ou irreversibilidade destas devem ser efetuados, e os seus
resultados registados, transcorridos 1 hora, 24 horas, 48 horas, 72 horas, 7 dias, 14 dias e 21 dias sobre
a aplicacdo do produto quimico em estudo. Se necessdrio, podem realizar-se exames mais frequentes para
determinar se um determinado animal deve ser eutanasiado, com base em critérios éticos, ou retirado do estudo,
por evidenciar resultados negativos.

Ao realizar um exame, registam-se os graus das lesdes oculares (quadro 1). Quaisquer outras lesdes oculares (por
exemplo: pano da cdrnea, coloracio ou alteracdes da cidmara anterior) ou perturbagdes sistémicas devem
igualmente ser mencionadas no relatério.

O exame das rea¢des pode ser facilitado pela utilizagdo de uma lupa binocular, de uma lampada de fenda porttil,
de um biomicroscopio ou de outro instrumento apropriado. Uma vez registadas as observagdes as 24 horas, pode
prosseguir-se 0 exame dos olhos com o auxilio de fluoresceina.

A graduacio das reagdes oculares é necessariamente subjetiva. Numa perspetiva de harmonizagdo da graduagio das
reacdes oculares e em beneficio dos laboratdrios de ensaio e das pessoas envolvidas na realizacio dos exames e na
interpretagdo das observagdes, o pessoal que realiza os exames deve receber formagio adequada sobre o sistema de
graduagdo utilizado.
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DADOS E RELATORIOS

Avaliacio dos resultados

Os graus de irritagdo ocular devem ser avaliados conjuntamente com a natureza, a intensidade e a reversibilidade ou
irreversibilidade das lesdes. As pontuagdes individuais ndo representam um padrdo absoluto das propriedades
irritantes do produto quimico em estudo, pois sdo também avaliados outros efeitos do mesmo. Pelo contrdrio, as
pontuagdes individuais devem ser encaradas como valores de referéncia e s6 tém significado quando enquadradas
numa descri¢do e numa avaliagdo completas do conjunto das observagdes.

Relatério do ensaio
Elementos a constar do relatério do ensaio:

Justificagdo do ensaio in vivo: andlise de ponderacdo da suficiéncia da prova dos dados de ensaios anteriores, incluindo os
resultados da estratégia de ensaio sequencial:

— descricdo dos dados relevantes disponiveis provenientes de ensaios anteriores;
— dados obtidos em cada etapa da estratégia de ensaio;

— descrigdo dos ensaios in vitro realizados, incluindo detalhes sobre o protocolo seguido e os resultados obtidos
com os produtos quimicos em estudo/de referéncia;

— descricdo do estudo in vivo de irritagdo/corrosio dérmica realizado, incluindo os resultados obtidos;
— modo como a andlise de ponderagdo da suficiéncia da prova redundou na realizagdo do estudo in vivo.
Produto quimico em estudo:

— dados de identificagdo (por exemplo: denominagdo quimica e, se conhecido, niimero CAS, grau de pureza,
impurezas conhecidas, proveniéncia, niimero de lote);

— natureza fisica e propriedades fisico-quimicas (por exemplo: pH, volatilidade, solubilidade, estabilidade,
reatividade com dgua);

— no caso das misturas, identificacio dos componentes, incluindo os dados identificativos das substancias
componentes (por exemplo: denominagdes quimicas e, se conhecidos, os nimeros CAS) e as respetivas concen-
tragoes;

— dose aplicada.

Excipiente:

— identificacdo, concentragdo (se pertinente), volume utilizado;

— justificagdo do excipiente escolhido.

Animais ensaiados:

— espéciefestirpe utilizada, justificagdo da eventual utilizacdo de outros animais que nio coelhos albinos;

— idade de cada animal no inicio do estudo;

— ntimero de animais de cada sexo no grupo de ensaio e nos grupos de controlo necessarios;

— peso de cada animal no inicio e no final do ensaio;

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

Anestésicos e analgésicos:

— doses anestésicas tdpicas e analgésicas sistémicas administradas e respetiva cronologia;

— em caso de utilizagdo de anestésicos locais, identificacdo, grau de pureza, tipo e interacdo potencial com
o produto quimico em estudo.
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Resultados:

— descrigdo do método utilizado para pontuar a irritagio em cada observagdo (por exemplo: ldmpada de fenda
portatil, biomicroscépio, fluoresceina);

— quadro dos dados de reagio irritante/corrosiva correspondentes a cada animal e a cada observacio, até o animal
ser retirado do ensaio;

— descricdo pormenorizada do grau e da natureza da irritagdo ou corrosio observada;

— descricdo de quaisquer outras lesdes oculares observadas (por exemplo: vascularizagio, formagio de pano da
cornea, aderéncias, coloracio);

— descri¢do de efeitos adversos ndo-oculares locais e sistémicos, registo de sinais clinicos de dor ou sofrimento,
fotografias digitais e observagdes histopatoldgicas, se for caso disso.

Discussdo dos resultados.

Interpretagio dos resultados

A extrapolacdo, para seres humanos, de resultados de estudos de irritagio ocular em animais de laboratério tem
algumas limitacdes de validade. Em muitos casos, o coelho albino é mais sensivel do que o ser humano a produtos
quimicos irritantes ou corrosivos oculares.

A interpretacdo dos dados deve ser cuidadosa, para excluir qualquer irritagdo resultante de infe¢des secundérias.
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Testing of Chemicals, Section 4. OCDE, Paris.

16) Capitulo B.47 deste anexo, «Método de ensaio de opacidade e permeabilidade da cérnea em bovinos para
identificacdo de produtos quimicos indutores de lesdes oculares graves e de produtos quimicos que nido
necessitem de ser classificados em termos de irritagio ocular nem de lesdes oculares graves»

17) Capitulo B.48 deste anexo, «Método de ensaio em olhos de frango isolados para identificagdo de produtos
quimicos indutores de lesdes oculares graves e de produtos quimicos que ndo necessitem de ser classificados
em termos de irritagdo ocular nem de lesdes oculares graves»

18) U.S. EPA (2003). Label Review Manual, 3. edicdo, EPA737-B-96-001. Washington, DC, Agéncia de Proteccio
do Ambiente dos E.U.A.

19) ONU (2011). Globally Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals (GHS). Quarta edigdo,
revista. Nova lorque e Genebra, Publicacdes das Naces Unidas.

20) Regulamento (CE) n.> 1272/2008 do Parlamento Europeu e do Conselho, de 16 de dezembro de 2008, relativo
a classificagdo, rotulagem e embalagem de substincias e misturas, que altera e revoga as Diretivas 67/548/CEE
e 1999/45/CE, e altera o Regulamento (CE) n.c 1907/2006. (JO L 353 de 31.12.2008, p. 1).

21) ECHA Guidance on information requirements and chemical safety assessment, Chapter R.7a: Endpoint specific
guidance

(http://echa.europa.eu/documents/10162/13632/information_requirements_r7a_en.pdf).

Quadro 1

Graduagio de lesdes oculares

Cérnea Grau

Opacidade: grau de densidade (as medigdes devem ser efetuadas na zona mais densa) (¥)

Sem ulceragdo nem opacidade 0

Zonas de opacidade dispersas ou difusas (excluidas as perdas ligeiras do lustro normal); deta- 1
lhes da iris claramente visiveis

Zona translicida claramente discernivel; detalhes da iris ligeiramente obscurecidos 2

Zona nacarada; nenhum detalhe da iris visivel; tamanho da pupila dificilmente discernivel 3
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Cérnea Grau
Coérnea opaca; iris ndo discernivel através da opacidade 4
Méximo possivel: 4
Iris
Normal 0
Rugas acentuadamente mais profundas, congestdo, tumefagdo, hiperemia pericorneal mode- 1
rada ou injecdo da conjuntiva; iris reativa a luz (uma reagdo lenta é considerada efeito posi-
tivo)
Hemorragia, destrui¢do acentuada ou auséncia de reagdo a luz 2
Méximo possivel: 2
Conjuntivas
Vermelhiddo (nas conjuntivas palpebral e bulbar, ndo na cérnea nem na iris)
Normal 0
Alguns vasos sanguineos com hiperemia (injetados) 1
Cor carmesim difusa; vasos individuais ndo claramente discerniveis 2
Cor vermelho-carne difusa 3
Méximo possivel: 3
Quemose
Tumefagio (das palpebras efou das membranas nictantes)
Normal 0
Tumefagdo ligeiramente superior ao normal 1
Tumefacdo evidente, com eversio parcial das pélpebras 2
Tumefagdo, com as palpebras semicerradas 3
Tumefagdo, com as palpebras mais do que semicerradas 4

Méximo possivel: 4

(*) Anotar a zona de opacidade da cérnea.
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Apéndice

DEFINICOES

Reserva dcidafalcalina: No caso das preparacdes dcidas, é a quantidade de hidréxido de sédio, em gramas,
necessaria por 100 g de preparagdo para obter um determinado pH. No caso das preparagdes alcalinas, ¢
a quantidade de hidréxido de sédio, em gramas, equivalente a massa, em gramas, de 4cido sulfiirico necessaria por
100 g de preparagdo para obter um determinado pH (Young et al., 1988).

Produto quimico: Substincia ou mistura.

Nio-irritante: Substincia ndo classificada nas categorias I, Il ou III de irritantes oculares da EPA, nem nas
categorias 1, 2, 2A ou 2B de irritantes oculares do sistema GHS da ONU, nem nas categorias 1 ou 2 da UE (17)
(18) (19).

Corrosivo ocular: a) Produto quimico que provoca lesdes irreversiveis nos tecidos do olho; b) Produto quimico
classificado na categoria 1 de irritantes oculares do sistema GHS da ONU, na categoria I de irritantes oculares da
EPA ou na categoria 1 da UE (17) (18) (19).

Irritante ocular: a) Produto quimico que provoca altera¢des reversiveis no olho; b) Produto quimico classificado
nas categorias I ou IIl de irritantes oculares da EPA, nas categorias 2, 2A ou 2B de irritantes oculares do sistema
GHS da ONU ou na categoria 2 da UE (17) (18) (19).

Irritante ocular severo: a) Produto quimico que provoca lesdes nos tecidos do olho que ndo desaparecem nos 21
dias apés a aplicagdo ou que provoca uma degradagio grave da visdo; b) Produto quimico classificado na
categoria 1 de irritantes oculares do sistema GHS da ONU, na categoria I de irritantes oculares da EPA ou na
categoria 1 da UE (17) (18) (19).

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

Abordagem sequencial por etapas: Estratégia sequencial de ensaio em que, seguindo uma ordem estabelecida, se
avalia toda a informagdo disponivel sobre o produto quimico em estudo, por um processo baseado na ponderacio
da suficiéncia da prova em cada etapa, com o objetivo de determinar se hd informacio suficiente para uma decisdo
de classificacdo de perigosidade antes de passar a etapa seguinte. Se a informagdo existente possibilitar a atribuicdo
de um potencial de irritacio ao produto quimico em estudo, ndo serdo necessdrios mais ensaios. Se a informacio
existente ndo possibilitar a atribuicio de um potencial de irritacio ao produto quimico em estudo, procede-se
a uma série de ensaios sequenciais em animais até ser possivel atribuir uma classifica¢do inequivoca.

Ponderacgio da suficiéncia da prova: Processo que consiste em ponderar os pontos fortes e os pontos fracos de
um conjunto de informagdes para tirar conclusdes que podem ndo ser extraiveis dos dados individuais.
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SUPLEMENTO AO METODO DE ENSAIO B.5 ()

ESTRATEGIA DE ENSAIO SEQUENCIAL PARA IRRITAGAO E CORROSAO OCULARES
Aspetos gerais

Tendo em vista o melhor interesse cientifico e o bem-estar animal, importa evitar a utilizacio desnecessdria de
animais e minimizar os ensaios que neles possam causar reacdes severas. Antes de se ponderar a realizagio de
ensaios in vivo, devem ser analisadas todas as informagdes disponiveis sobre o produto quimico com importancia
para as potencialidades de irritagdo/corrosdo ocular do mesmo. Pode dar-se o caso de existirem ji dados suficientes
para classificar o produto quimico em estudo em termos do seu potencial irritante ou corrosivo ocular, sem
necessidade de realizar ensaios em animais de laboratério. O recurso a uma andlise de ponderacdo da suficiéncia da
prova e a uma estratégia de ensaio sequencial minimizard, portanto, a necessidade de ensaios in vivo, especialmente
no caso dos produtos quimicos suscetiveis de produzir reagdes severas.

Recomenda-se o recurso a uma andlise de ponderagdo da suficiéncia da prova para avaliar a informacio existente
sobre irritagdo e corrosdo oculares causadas por produtos quimicos e para determinar se a caracterizacdo do
potencial de irritagdo e corrosdo oculares exige a realizagdo de estudos adicionais, que ndo estudos oculares in vivo.
No caso de serem necessdrios estudos adicionais, recomenda-se uma estratégia de ensaio sequencial para obter os
dados experimentais relevantes. No caso das substincias que nunca tenham sido ensaiadas, também deve ser
utilizada a dita estratégia sequencial para obter os dados necessdrios a avaliacdo da capacidade irritante e da corrosi-
vidade oculares da substancia. A estratégia de ensaio inicial descrita neste suplemento foi elaborada por um grupo
de trabalho da OCDE (1). Foi subsequentemente confirmada e ampliada no sistema harmonizado e integrado de
classificagdo dos perigos das substancias quimicas para a sadde humana e para o ambiente, aprovado na 28.* sessdo
conjunta do comité dos produtos quimicos e do grupo de trabalho «Produtos Quimicos» realizada em novembro de
1998 (2), e atualizada por um grupo de peritos da OCDE em 2011.

Apesar de ndo fazer parte do método de ensaio B.5, esta estratégia de ensaio expressa a metodologia recomendada
para a determinagdo de propriedades de irritagio/corrosdo ocular. Esta metodologia representa, ndo sé as melhores
préticas, mas também uma referéncia ética para os ensaios in vivo de irritagdo/corrosio ocular. O método de ensaio
dd orientacbes para a realizacio de ensaios in vivo e resume os fatores a ter em conta antes de a ponderar.
A estratégia de ensaio sequencial compreende uma metodologia de ponderagdo da suficiéncia da prova, para avaliar
os dados jd existentes sobre as propriedades de irritagdo/corrosdo oculares de produtos quimicos, e uma abordagem
sequencial por etapas, para obter os dados necessirios sobre os produtos quimicos que carecam de estudos
adicionais ou que nunca tenham sido estudados. A estratégia inclui, primeiro, a realizacdo de ensaios in vitro ou ex
vivo validados e reconhecidos e, em seguida, a realizagdo de estudos segundo o método de ensaio B.4, adaptados as
circunstancias especificas (3) (4).

Descrigio da estratégia de ensaio por etapas

Antes de realizar ensaios integrados na estratégia de ensaio sequencial (ver o quadro infra), deve avaliar-se, com base
nas informagdes disponiveis, se sio ou ndo necessirios ensaios oculares in vivo. Embora possam obter-se
informagdes significativas avaliando isoladamente determinados pardmetros (por exemplo um pH extremo), importa
examinar todas as informagdes existentes. Para uma decisdo baseada na ponderagdo da suficiéncia da prova, devem
ser avaliados todos os dados relevantes sobre os efeitos do produto quimico, bem como dos analogos estruturais
deste, e deve fundamentar-se a decisdo tomada. Devem ser privilegiados os dados jd existentes sobre os efeitos do
produto quimico em pessoas e animais, seguindo-se os resultados de ensaios in vitro ou ex vivo. Sempre que possivel,
devem evitar-se estudos in vivo de produtos quimicos corrosivos. Fatores considerados na estratégia de ensaio:

Avaliagdo dos dados jd existentes sobre efeitos no ser humano efou em animais efou dos dados obtidos por
métodos in vitro validados reconhecidos internacionalmente (1. etapa)

() Para por em pratica uma estratégia de ensaio integrada relativamente a irritacio ocular no dmbito do Regulamento REACH, ver
igualmente o capitulo R.7a, <Endpoint specific guidance», do documento Guidance on information requirements and chemical safety assessment da
Agéncia Europeia dos Produtos Quimicos (ECHA): http://echa.europa.eu/documents/10162/13632/information_requirements_r7a_en.
pdf
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Uma vez que fornecem informacdes diretamente relacionadas com os efeitos nos olhos, os primeiros dados a ter em
conta devem ser os jd existentes sobre efeitos no ser humano — por exemplo, de estudos clinicos e de medicina no
trabalho e de relatorios de casos clinicos — efou dados de estudos realizados em animais por meio de ensaios
oculares e/ou dados in vitro obtidos por métodos validados reconhecidos internacionalmente, relativos a irritagdo|
[corrosdo ocular. Em seguida, devem ser avaliados os dados disponiveis de estudos de investigagdo da irritagiof
[corrosdo dérmica no ser humano efou em animais efou de estudos in vitro de corrosio da pele, obtidos por
métodos validados reconhecidos internacionalmente. Ndo devem instilar-se nos olhos de animais produtos quimicos
que, reconhecidamente, tenham efeitos corrosivos ou causem irritagdo severa nos olhos nem produtos quimicos
com efeitos corrosivos ou de irritagio severa na pele, os quais se deve considerar que também tém efeitos
corrosivos ou de irritagdo severa nos olhos. Também ndo se devem ensaiar em estudos oculares in vivo produtos
quimicos relativamente aos quais estudos oculares realizados anteriormente comprovem suficientemente ndo terem
efeitos corrosivos nem irritantes nos olhos.

Anélise de relagdes estrutura-atividade (REA) (2.2 etapa)

Devem ser tidos em conta os resultados disponiveis de ensaios de produtos quimicos estruturalmente afins. Se
houver dados suficientes, indicativos de irritagdo/corrosdo oculares no ser humano e/ou em animais, sobre produtos
quimicos estruturalmente afins ou misturas dos mesmos, pode presumir-se que o produto quimico em estudo
gerard as mesmas reagdes. Nestes casos, pode ndo ser necessdrio ensaiar o produto quimico. Dados negativos
obtidos em estudos de produtos quimicos estruturalmente afins ou de misturas do mesmos ndo constituem prova
suficiente da inexisténcia de efeitos corrosivosfirritantes do produto quimico sujeito a estratégia de ensaio
sequencial. As metodologias baseadas em relagdes estrutura-atividade a que se recorra para identificar possiveis
efeitos corrosivos e irritantes na pele e nos olhos devem estar validadas e ser reconhecidas.

Propriedades fisico-quimicas e reatividade quimica (3.* etapa)

Os produtos quimicos com pH extremo (< 2,0 ou > 11,5) podem ter efeitos locais fortes. Se a identificagdo do
caréter corrosivo ou irritante do produto quimico ao nivel ocular tiver por base um pH extremo, pode também ter-
-se em conta a reserva dcidafalcalina (poder de tamponamento) do produto quimico em causa (5) (6) (7). Se o poder
de tamponamento indiciar que o produto quimico pode ndo ser corrosivo para os olhos (produtos quimicos com
pH extremo, mas reserva dcidafalcalina baixa), devem ser realizados ensaios adicionais para o confirmar, de
preferéncia recorrendo a ensaios in vitro ou ex vivo validados e reconhecidos (ver o ponto 10).

Consideracdo de outras informacdes existentes (4.2 etapa)

Nesta etapa, devem ser avaliadas todas as informagdes disponiveis sobre toxicidade sistémica por via dérmica. Deve
também considerar-se a toxicidade dérmica aguda do produto quimico em estudo. Se tiver sido demonstrado que
o produto quimico em estudo é muito téxico por via dérmica, pode ndo ser necessdrio realizar ensaios oculares do
mesmo. Apesar de ndo haver necessariamente relagio entre toxicidade dérmica aguda e irritagdo/corrosio ocular,
pode considerar-se que um agente muito toxico por via dérmica também serd muito téxico quando instilado nos
olhos. Dados deste tipo também podem ser examinados entre a 2. € a 3.% etapas.

Avaliagio da corrosividade dérmica do produto quimico, se também necessdrio por exigéncias normativas (5.2
etapa)

Comeca por se avaliar se o produto quimico corrdi a pele ou causa efeitos de irritagdo severa na pele pelo método
de ensaio B.4 (4) e tendo em conta o suplemento apenso (8), preconizando-se o recurso a métodos de ensaio in
vitro de corrosio da pele validados e reconhecidos internacionalmente (9) (10) (11). Se, comprovadamente, tiver
efeitos corrosivos ou de irritagdo severa na pele, pode também considerar-se que o produto quimico é corrosivo
para os olhos ou gera irritagdo severa nos olhos, ndo sendo necessdrios ensaios complementares. Se o produto
quimico ndo corroer a pele nem gerar irritagdo severa na pele, deve efetuar-se um ensaio ocular in vitro ou ex vivo.

Resultados de ensaios in vitro ou ex vivo (6.2 etapa)

Nido é necessdrio ensaiar em animais produtos quimicos que se tenham revelado corrosivos ou geradores de
irritagdo severa em ensaios in vitro ou ex vivo (12) (13) validados e reconhecidos internacionalmente para avaliar
especificamente a corrosdofirritagio ocular. Pode considerar-se que esses produtos quimicos terdo efeitos igualmente
severos in vivo. Se ndo se dispuser de ensaios in vitrofex vivo validados e reconhecidos, passa-se diretamente da 5.2
para a 7.* etapas.
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Ensaios in vivo no coelho (7.2 e 8.2 etapas)

O ensaio ocular in vivo deve comegar por um ensaio inicial num tnico animal. Se os resultados desse ensaio
indicarem que o produto quimico provoca irritagdo severa nos olhos ou os corrdi, deve por-se termo ao ensaio. Se
o ensaio ndo revelar nenhum efeito corrosivo nem de irritagdo severa, deve efetuar-se um ensaio de confirmagio
noutros dois animais. Consoante os resultados do ensaio de confirmagdo, poderdo ou nio ser necessarios ensaios
complementares. [Ver o método de ensaio B.5.]
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ESTRATEGIA DE ENSAIO E AVALIACAO DE IRRITACAO/CORROSAO OCULAR

Atividade

Dados jd existentes sobre efeitos no ser hu-
mano efou em animais, efou dados in vitro ob-
tidos por métodos validados reconhecidos in-
ternacionalmente, revelam efeitos oculares

Dados jd existentes sobre efeitos no ser hu-
mano efou em animais, efou dados in vitro ob-
tidos por métodos validados reconhecidos in-
ternacionalmente, revelam efeitos corrosivos
na pele

Dados jd existentes sobre efeitos no ser hu-
mano efou em animais, efou dados in vitro ob-
tidos por métodos validados reconhecidos in-
ternacionalmente, revelam efeitos irritantes
severos na pele

!

Informagdo indisponivel ou a informagdo disponivel
ndo ¢é conclusiva

Anélise de relacdes estrutura-atividade para
avaliar irritagdo/corrosdo ocular

Ponderagdo da andlise de relacdes estrutura-ati-
vidade para avaliar corrosio da pele

!

Ndo ¢ possivel fazer previsdes ou as previsdes sdo
inconclusivas ou negativas

Medigdo do pH (e do poder de tamponamento,
se for caso disso)

2 <pH < 11,5; ou pH < 2,0 ou = 11,5, mas
com baixo ou nenhum poder de tamponamento, se
for caso disso

Observagio

Lesdes oculares severas

Irritagdo ocular

Auséncia de corrosdof
[irritagdo ocular

Corrosio da pele

Irritagdo severa da pele

Previsdo de lesGes oculares
severas

Previsdo de irritagdo ocular

Previsdo de corrosio da
pele

pH<2ou > 11,5 (com
elevado poder de
tamponamento, se for caso
disso)

Conclusdo

Critério decisivo; considerar corrosivo ocular.
Nio sdo necessarios ensaios.

Critério decisivo; considerar irritante ocular.
Nio sdo necessarios ensaios.

Critério decisivo; considerar nio-corrosivo e
ndo-irritante  ocular. Nio sd3o necessdrios

ensaios.

Corrosivo  ocular  presumivel. Nio sdo
necessarios ensaios.

Irritante  ocular  presumivel. Nio sdo
necessarios ensaios.

Corrosivo  ocular  presumivel. Nio sdo
necessarios ensaios.

Irritante  ocular  presumivel. Nio sdo
necessarios ensaios.

Corrosivo  ocular  presumivel. Nio sdo
necessarios ensaios.

Corrosivo  ocular  presumivel. Nio sdo

necessarios ensaios.



28.4.2017 Jornal Oficial da Unido Europeia

L112/21

Atividade Observagio

4 Exame dos dados existentes de toxicidade sisté- | Elevada toxicidade as
mica por via dérmica concentragdes que seriam
utilizadas no ensaio ocular.

|

Informagdo indisponivel ou o produto quimico ndo
¢ muito tdxico

5 Avaliagdo experimental do poder corrosivo na | Reagdo corrosiva ou de
pele recorrendo a estratégia de ensaio descrita | irritagdo severa

no capitulo B.4 deste anexo, se também neces-
sdrio por exigéncias normativas

!

O produto quimico ndo corrdi a pele nem provoca
irritagdo severa da pele

6 Realizacdo de um ou mais ensaios oculares in | Reagdo corrosiva ou de
vitro ou ex vivo validados e reconhecidos irritacdo severa
Reacdo de irritagdo
Auséncia de irritagio

Para chegar a uma conclusdo, ndo ¢é possivel recorrer
a um ou mais ensaios oculares in vitro ou ex vivo
validados e reconhecidos

7 Realizacdo de um ensaio ocular in vivo inicial | Lesdes oculares severas
num unico coelho

Ndo ocorrem lesdes severas ou ndo hd reagdo

!

Conclusio

Produto quimico demasiado téxico para ser
ensaiado. Nio sdo necessdrios ensaios.

Corrosivo  ocular  presumivel. Nio sdo
necessarios mais ensaios.

Corrosivo ocular ou irritante ocular severo
presumivel, desde que o ensaio realizado seja
utilizdvel na identificacio de produtos
quimicos  corrosivosfirritantes  severos e
o produto quimico esteja dentro do dominio
de aplicabilidade do ensaio. Nio sdo
necessarios mais ensaios.

Irritante  ocular  presumivel, desde que
o ensaio ou ensaios realizados sejam
utilizdveis na correta identificacio de
produtos quimicos corrosivos, irritantes
severos e irritantes e o produto quimico esteja
dentro do dominio de aplicabilidade do(s)
ensaio(s). Ndo sdo necessirios mais ensaios.

Nio-irritante ocular presumivel, desde que
o ensaio ou ensaios realizados sejam
utilizdveis na correta identificacio de
produtos quimicos nao-irritantes,
distinguindo-os corretamente de produtos
quimicos irritantes, irritantes severos e
corrosivos oculares, e o produto quimico
esteja dentro do dominio de aplicabilidade do
(s) ensaio(s). Ndo sdo necessirios mais
ensaios.

Considerar  corrosivo ocular. Nio sdo
necessarios mais ensaios.
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Atividade Observacio Conclusio
8 Realizacdo de um ensaio de confirmagio nou- | Corrosdo ou irritacio Considerar corrosivo ou irritante ocular. Ndo
tro coelho ou noutros dois coelhos sd30 necessarios mais ensaios.
Auséncia de corrosio e de Considerar nio-irritante e ndo-corrosivo
irritacdo ocular. Nio sdo necessdrios mais ensaios.
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13) Capitulo B.48 deste anexo, <Método de ensaio em olhos de frango isolados para identificagio de produtos
quimicos indutores de lesdes oculares graves e de produtos quimicos que ndo necessitem de ser classificados
em termos de irritacdo ocular nem de lesdes oculares gravesm.
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3) Na parte B, o capitulo B.10 ¢ substituido pelo seguinte texto:

«B.10 Ensaio in vitro de aberracdes cromossémicas em mamiferos

INTRODUCAO

O presente método de ensaio é equivalente ao Test Guideline 473 (2016) da OCDE. Faz parte integrante de uma série
de métodos de ensaio no dominio da toxicologia genética. Estd disponivel um documento da OCDE que fornece
informagdes sucintas sobre ensaios de toxicologia genética e resume as alteragdes recentemente efetuadas as
orientacdes da OCDE nesse dominio (1).

O objetivo do ensaio in vitro de aberragdes cromossomicas é identificar os produtos quimicos que causam
aberragdes cromossomicas estruturais em culturas de células de mamiferos (2) (3) (4). As aberracdes estruturais
podem ser de dois tipos — cromossémicas ou cromatidicas. Em ensaios in vitro de aberra¢des cromossémicas pode
observar-se poliploidia (incluindo endorreduplicacdo). Embora os aneugénios possam induzir a poliploidia, esta, por
si s6, ndo é um indicativo do potencial aneugénico, podendo indicar simplesmente uma perturbacio do ciclo celular
ou citotoxicidade (5). O presente ensaio ndo é concebido para detetar a aneuploidia. Para esse fim, é recomenddvel
um ensaio in vitro de micronticleos (6).

O ensaio in vitro de aberragdes cromossémicas pode utilizar culturas de linhas celulares bem estabelecidas ou
culturas primdrias de células humanas ou de roedores. As células utilizadas devem ser selecionadas com base na sua
capacidade de crescimento em cultura, na estabilidade do caridtipo (incluindo o niimero de cromossomas) e na
frequéncia das aberra¢des cromossomicas espontineas (7). Os dados atualmente disponiveis ndo permitem efetuar
recomendagdes s6lidas, mas sugerem que, ao avaliar os perigos quimicos, é importante considerar o estatuto da
proteina p53, a estabilidade genética (do caridtipo), a capacidade de reparacio do ADN e a origem (roedores ou
humanos) das células escolhidas para a realizagdo do ensaio. Os utilizadores do presente método de ensaio sio,
assim, incentivados a ponderar a influéncia destas e de outras caracteristicas celulares no desempenho de uma linha
celular, ao detetarem a indugdo de aberragdes cromossomdticas, dada a evolugdo constante dos conhecimentos
nesta drea.

As defini¢des utilizadas figuram no apéndice 1.

CONSIDERACOES INICIAIS E LIMITACOES

Os ensaios in vitro necessitam, normalmente, de uma fonte exdgena de ativagdo metabdlica, a menos que as células
sejam metabolicamente competentes em relacdo aos produtos quimicos em estudo. O sistema exdgeno de ativacdo
metabdlica ndo reproduz inteiramente as condigdes in vivo. Deve ter-se o cuidado de evitar condigdes que possam
conduzir a falsos resultados positivos, ou seja, danos cromossomaticos ndo causados pela interagdo direta entre os
produtos quimicos em estudo e os cromossomas, condi¢des essas que incluem alteragdes do pH ou da pressio
osmotica (8) (9) (10), a interagdo com os componentes do meio (11) (12) ou niveis excessivos de citotoxicidade (13)
(14) (15) (16).

O presente ensaio ¢ utilizado para a detecio de aberra¢des cromossémicas que possam resultar de eventos clasto-
génicos. A andlise da indugio de aberragdes cromossémicas deve utilizar células em metifase. E, pois, essencial que
as células atinjam a mitose tanto em culturas tratadas como ndo tratadas. No caso dos nanomateriais fabricados,
podem ser necessdrias adaptagdes especificas ao presente método de ensaio, que ndo sdo descritas no mesmo.

Antes da aplicagio do método de ensaio a uma mistura para obter dados com fins regulamentares, importa
ponderar se, e em caso afirmativo, por que motivo, o método pode proporcionar resultados adequados para
o efeito. Tais consideragdes ndo sdo necessdrias se existir um requisito regulamentar para o ensaio da mistura.
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PRINCIPIO DO ENSAIO

Expdem-se culturas de células humanas ou de outros mamiferos ao produto quimico em estudo, juntamente com
uma fonte exdgena de ativacio metabdlica e sem essa fonte, a menos que se utilizem células com capacidade
metabdlica adequada (ver ponto 13). Apds um periodo adequado, pré-estabelecido, de exposicio das células ao
produto quimico em estudo, adiciona-se um produto para o bloqueio em metifase (por exemplo, Colcemid ou
colquicina); as células em metéfase sdo colhidas, coradas e analisadas microscopicamente para detetar a presenca de
aberragdes cromatidicas ou cromossdmicas.

DESCRICAO DO METODO

Preparacoes

Células

Podem utilizar-se vérias linhas celulares — por exemplo, células de ovirio de hamster chinés (CHO, do inglés
Chinese Hamster Ovary), células pulmonares de hamster chinés (CHL, do inglés Chinese Hamster Lung)/IU, TK6 — ou
culturas celulares primdrias, incluindo linfécitos do sangue periférico humano ou de outros mamiferos (7).
A escolha das linhas celulares utilizadas deve ser justificada cientificamente. Se forem utilizadas células primdrias,
deve ponderar-se, sempre que possivel e por razdes de bem-estar dos animais, a utilizacdo de células primdrias de
origem humana, obtidas em conformidade com os principios éticos e regulamentares. Os linfcitos de sangue
humano periférico devem provir de individuos jovens (18-35 anos), ndo fumadores, sem qualquer doenca
conhecida ou exposi¢do recente a agentes genotdxicos (p. ex., produtos quimicos, radiagdes ionizantes) a niveis
suscetiveis de aumentar a incidéncia de base de aberragdes cromossémicas. Desta forma, assegura-se uma incidéncia
de base de aberracdes cromossmicas baixa e coerente. A incidéncia de base de aberragdes cromossdémicas aumenta
com a idade, sendo esta tendéncia mais pronunciada no sexo feminino do que no sexo masculino (17) (18). Se
forem reunidas para utilizacio células de mais do que um dador, deve indicar-se o niimero de dadores. E necessario
demonstrar que as células se dividiram desde o inicio do tratamento com o produto quimico em estudo até a
colheita das células. As culturas celulares sdo mantidas numa fase de crescimento exponencial (linhas celulares) ou
estimuladas para se dividirem (culturas primdrias de linfécitos), de forma a que as células sejam expostas em fases
diferentes do ciclo celular, uma vez que a sensibilidade das fases celulares aos produtos quimicos em estudo pode
ndo ser conhecida. As células primdrias que necessitam de ser estimuladas com agentes mitogénicos para se
dividirem ndo sdo sincronizadas durante o periodo de exposi¢do ao produto quimico em estudo (caso, p. ex., dos
linfécitos humanos apds 48 horas de estimulagdio mitogénica). A utilizagdo de células sincronizadas durante
o tratamento ndo é recomendada, mas pode ser aceitdvel se se justificar.

Meios e condigdes de cultura

Devem manter-se as culturas em meios de cultura e condi¢des de incubacdo adequados (tipo de recipiente,
atmosfera humidificada com uma concentragdo de CO, de 5 %, se pertinente, temperatura de incubagdo 37 °C). As
linhas celulares devem ser periodicamente verificadas quanto a estabilidade do niimero modal de cromossomas e a
auséncia de contaminacdo por micoplasmas (7) (19), ndo devendo ser utilizadas se se verificar que foram
contaminadas ou que o nimero modal de cromossomas se alterou. A duracdo do ciclo celular normal das linhas
celulares ou das culturas primdrias utilizadas no laboratério de ensaio deve ser estabelecida e ser compativel com as
caracteristicas celulares publicadas (20).

Preparagdo das culturas

Linhas celulares: as células sio propagadas a partir de culturas de arranque, inoculadas no meio de cultura a uma
densidade tal que as células em suspensio ou em monocamadas continuem a crescer exponencialmente até ao
momento da colheita (deve evitar-se, p. ex., a confluéncia no caso do crescimento de células em monocamadas).

Linfécitos: cultiva-se (p. ex., durante 48 horas, no caso dos linfécitos humanos) sangue integral, tratado com um
anticoagulante (p.. ex., heparina), ou linfécitos separados, na presenca de um agente mitogénico (p. ex., fito-
-hemaglutinina — PHA — para linfocitos de origem humana) destinado a induzir a divisio celular, antes da
exposi¢do ao produto quimico em estudo.
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Ativagio metabélica

Se forem utilizadas células com capacidade metabdlica endbgena inadequada, serd necessdrio utilizar sistemas
metabolizantes exdgenos. O sistema mais geralmente utilizado e que se recomenda por defeito, exceto motivo em
contrdrio, é uma fragdo pés-mitocondrial reforgada com co-fator (S9) preparada a partir de figados de roedores (em
geral, ratos) tratados com agentes de indugdo enzimatica, como, por exemplo, Aroclor 1254 (21) (22) (23) ou uma
mistura de fenobarbital e f-naftoflavona (24) (25) (26) (27) (28) (29). Esta tltima combina¢do ndo €é contrdria a
Convengdo de Estocolmo sobre Poluentes Organicos Persistentes (30) e comprovou-se ser tdo eficaz na indugdo de
oxidases de fun¢do mista como o Aroclor 1254 (24) (25) (26) (28). A fracio S9 é habitualmente utilizada em
concentragdes na gama de 1 % a 2 %, mas pode ser aumentada para a 10 % (v/v) no meio de ensaio final. Durante
o tratamento, deve evitar-se a utilizacdo de produtos que reduzem o indice mitético, em especial complexantes de
célcio (31). A escolha do tipo e da concentragdo de sistema exdgeno de ativagdo metabdlica ou do indutor
metabdlico utilizado pode ser influenciada pela classe dos produtos quimicos em estudo.

Preparagdo do produto quimico em estudo

Os produtos quimicos sélidos devem ser adicionados a solventes adequados e, se necessério, ser diluidos antes do
tratamento das células (ver ponto 23). Os produtos quimicos liquidos podem ser adicionados diretamente ao
sistema de ensaio efou diluidos antes de serem utilizados no tratamento do sistema de ensaio. Para o ensaio de
produtos quimicos gasosos ou volateis, devem efetuar-se alteragdes adequadas aos protocolos normalizados, como
o tratamento em recipientes de cultura fechados (32) (33) (34). A preparagdo do produto quimico em estudo deve
ser feita imediatamente antes do tratamento, a menos que os dados de estabilidade demonstrem que o mesmo pode
ser armazenado.

Condicdes de realizacio do ensaio

Solventes

O solvente deve ser escolhido de modo a otimizar a solubilidade dos produtos quimicos em estudo sem afetar
negativamente a realizacdo do ensaio, por exemplo, alterando o crescimento celular, afetando a integridade do
produto quimico em estudo, reagindo com os recipientes de cultura ou alterando o sistema de ativagdo metabdlica.
Sempre que possivel, recomenda-se a utilizagdo de um solvente (ou meio de cultura) aquoso. A dgua e o dimetilssul-
foxido, por exemplo, sdo solventes cujo desempenho é bem conhecido. Os solventes organicos ndo devem exceder,
em geral, 1 % (v/v), e os solventes aquosos (salinos ou dgua) ndo devem exceder 10 % (v/v) no meio de tratamento
final. Se forem utilizados solventes cujo desempenho ndo é bem conhecido (p. ex., etanol ou acetona), devem
fornecer-se dados que comprovem a respetiva compatibilidade com os produtos quimicos e o sistema em estudo e
a inexisténcia de genotoxicidade a concentragio utilizada. Na auséncia de dados comprovativos, ¢ importante incluir
amostras de controlo ndo tratadas (ver apéndice 1) para demonstrar que o solvente escolhido ndo tem efeitos
deletérios ou clastogénicos.

Medigio da proliferagio celular e da citotoxicidade e escolha das concentragdes de tratamento

Ao determinar a concentragio méxima a ensaiar do produto quimico em estudo, devem evitar-se concentragdes
capazes de gerar respostas positivas falsas, como as que produzam citotoxicidade excessiva (ver ponto 22), precipi-
tagdes no meio de cultura (ver ponto 23) ou altera¢des pronunciadas do pH ou da pressdo osmotica (ver ponto 5).
Se, ao ser adicionado, o produto quimico em estudo causar uma alteragdo pronunciada do pH do meio, o pH pode
ser ajustado por tamponamento do meio final, de modo a evitar falsos resultados positivos e manter condi¢des de
cultura adequadas.

Efetuam-se medigdes da proliferacdo celular para garantir que um niimero suficiente de células tratadas atingiu
a mitose durante o ensaio e que os tratamentos sdo efetuados a niveis adequados de citotoxicidade (ver pontos 18 e
22). A citotoxidade deve ser determinada na experiéncia principal tanto na presenga como na auséncia de um
sistema de ativagdo metabdlica, por recurso a um indicador adequado da morte e do crescimento celulares. Embora
a avaliacdo da citotoxicidade num ensaio inicial possa ser util para definir melhor as concentra¢des a utilizar no
ensaio principal, esse ensaio ndo é obrigatério. Se for efetuado, ndo deve substituir a determinacio da citotoxicidade
no ensaio principal.
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A duplicagdo da populagdo em termos relativos (RPD, de «Relative Population Doubling») ou o aumento relativo da
contagem celular (RICC, de «Relative Increase in Cell Count») sio métodos adequados para a avaliagdo da citotoxi-
cidade em ensaios citogenéticos (13) (15) (35) (36) (55) (ver férmulas no apéndice 2). Em caso de tratamento
a longo prazo e tempos de colheita apds o inicio do tratamento superiores a 1,5 ciclos celulares normais (ou seja,
mais de 3 ciclos celulares, no total), a RPD pode levar a uma subestimagio da citotoxicidade (37). Nestas condigdes,
a RICC pode constituir uma melhor estimativa; a avaliacio da citotoxicidade apds 1,5 ciclos celulares normais
proporcionaria uma estimativa Gtil com recurso a RPD.

Relativamente aos linfécitos em culturas primdrias, embora o indice mitdtico (IM) seja uma medida dos efeitos
citotoxicos|citostdticos, é influenciado pelo tempo decorrido apds o tratamento, o agente mitogénico utilizado e as
eventuais perturbacdes do ciclo celular. Contudo, o IM ¢é aceitdvel porque as medi¢des de citotoxicidade de outros
tipos podem revelar-se fastidiosas ou impraticéveis, podendo nio ser aplicaveis a populagdo-alvo de linfécitos em
crescimento devido a estimulagio com PHA.

Embora a RICC e a RPD, no caso de linhas celulares, e o IM, no caso da cultura primdria de linf6citos, sejam os
parametros de citotoxidade recomendados, outros indicadores de citotoxicidade (p. ex., integridade das células,
apoéptose, necrose, ciclo celular) podem fornecer informagdes adicionais dteis.

Devem avaliar-se, pelo menos, trés concentracdes de ensaio (ndo incluindo os controlos positivos e do solvente) que
cumpram os critérios de aceitabilidade em termos de citotoxicidade adequada, niimero de células, etc. Independen-
temente do tipo de células (linhas celulares ou culturas primdrias de linfécitos), podem utilizar-se, para cada
concentragdo de ensaio, replicados ou culturas de tratamento tnico. Embora seja aconselhdvel a utilizacio de
culturas em duplicado, as culturas tnicas sdo igualmente aceitdveis desde que seja contado o mesmo ndmero total
de células nas culturas tnica ou em duplicado. O recurso a uma tnica cultura é particularmente importante quando
sdo avaliadas mais de trés concentracdes (ver ponto 31). Os resultados obtidos com as culturas replicadas indepen-
dentes, a uma dada concentragdo, podem ser agrupados para fins de andlise de dados (38). No caso dos produtos
quimicos que demonstrem pouca ou nenhuma citotoxicidade, sdo adequados intervalos entre concentragdes
espagados por um fator de 2 a 3. Quando se observa citotoxicidade, as concentragdes escolhidas devem abranger
uma gama com inicio na concentragdo que produz citotoxicidade, conforme descrito no ponto 22, e inclua as
concentragdes as quais se observa pouca ou nenhuma citotoxicidade. Muitos produtos quimicos em estudo
apresentam curvas concentragdo-resposta com declive acentuado, pelo que, para obter dados a citotoxicidade baixa
e moderada, ou para analisar em pormenor a relacio dose-resposta, serd necessario recorrer a concentragdes menos
espacadas efou a mais de trés concentra¢des (no caso de culturas tnicas ou de replicados), em especial nas situagdes
em que for necessdrio repetir o ensaio (ver ponto 47).

Se a concentragdo médxima se basear na citotoxicidade, a concentra¢do mais elevada deverd visar 55 = 5 % de citoto-
xicidade, utilizando os pardmetros de citotoxicidade recomendados (ou seja, a reducdo do RICC e RPD, no caso das
linhas celulares, e a reducio do IM, no caso das culturas primdrias de linfécitos, para 45 £ 5 % da amostra de
controlo negativa correspondente). Os resultados positivos observados apenas no segmento superior da gama de 55
+ 5 % de citotoxicidade devem ser interpretados com cuidado (13).

No caso de produtos quimicos pouco soliiveis que ndo sejam citotdxicos a concentragdes inferiores a concentracdo
insoliivel minima, a maior concentragdo analisada deve produzir, no final do tratamento com a substincia quimica
em estudo, turbidez ou um precipitado visivel a olho nu ou com o auxilio de um microscépio invertido. Mesmo no
caso de se observar citotoxicidade acima da menor concentragdo insoltvel, é conveniente ensaiar uma tnica
concentragdo que produza turbidez ou um precipitado visivel, devido aos efeitos falsos que possam ser induzidos
pelo precipitado. A concentragdo que produz um precipitado, devem tomar-se os devidos cuidados para assegurar
que este ndo interfere com a realizagdo do ensaio (p. ex., em termos de coloracdo ou contagem). Neste contexto,
pode ser ttil determinar a solubilidade no meio de cultura antes do ensaio.

Se ndo se observar precipitacgio nem citotoxicidade condicionante, a maior concentracio ensaiada deve
corresponder a menor das seguintes concentra¢des: 10 mM, 2 mg/ml ou 2 pl/ml (39) (40) (41). Se o produto
quimico em estudo ndo for de composi¢do definida (caso, p. ex., de uma substincia de composicio desconhecida
ou varidvel, de produtos de rea¢do complexos ou de materiais bioldgicos (UVCB) (42), de extratos ambientais, etc.),
a concentracio de topo poderd ter de ser mais elevada (p. ex., 5 mg/ml) na auséncia de citotoxicidade, para
aumentar a concentra¢do de cada um dos componentes. Importa, contudo, notar que estes requisitos podem diferir
no caso de medicamentos para uso humano (43).
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Grupos de controlo

Para cada colheita, devem também realizar-se controlos negativos paralelos (ver ponto 15), em que as células sdo
expostas apenas ao solvente e a0 meio de tratamento, procedendo-se do mesmo modo que num ensaio normal.

Sdo necessarios controlos positivos para demonstrar a capacidade do laboratério para identificar os clastogénios nas
condi¢des do protocolo de ensaio, bem como a eficcia do sistema exdgeno de ativagdo metabolica, se pertinente.
O quadro 1 apresenta exemplos de controlos positivos. Podem ser utilizados produtos quimicos de controlo
positivo alternativos, se tal se justificar. Dado que os ensaios de toxicidade genética com células de mamiferos in
vitro sdo suficientemente normalizados, o recurso a controlos positivos pode limitar-se a um clastogénio que
necessite de ativacdo metabdlica. Desde que efetuada em simultineo com o ensaio ndo-ativado, com a mesma
duragdo de tratamento, esta resposta tnica do controlo positivo demonstrard a atividade do sistema de ativacio
metabdlica e a capacidade de resposta do sistema de ensaio. No entanto, devem efetuar-se controlos positivos (sem
S9) para os tratamentos a longo prazo, dado que a duragdo do tratamento diferird da do ensaio com ativagdo
metabdlica. Cada amostra de controlo positiva deverd ser utilizada numa ou mais das concentracdes a que se prevé
um aumento detetdvel e reprodutivel relativamente a base, a fim de demonstrar a sensibilidade do sistema de ensaio
(ou seja, efeitos claros, mas que ndo permitam revelar de imediato ao operador a identidade das laminas
codificadas), e a resposta ndo deve ser comprometida pela citotoxicidade de modo a exceder os limites especificados
no método de ensaio.

Quadro 1

Produtos quimicos de referéncia recomendados para avaliacio da competéncia de um laboratdrio e para
a selecio dos controlos positivos.

Categoria Produto quimico N.c CAS

1. Clastogénios ativos sem ativagdo metabdlica

Metanossulfonato de metilo 66-27-3
Mitomicina C 50-07-7
N-6xido de 4-nitroquinolina 56-57-5
Arabinésido de citosina 147-94-4

2. Clastogénios que necessitam de ativacio metabdlica

Benzo(a)pireno 50-32-8

Ciclofosfamida 50-18-0

PROCEDIMENTO DE ENSAIO

Tratamento com o produto quimico em estudo

As células em proliferacdo sdo expostas ao produto quimico em estudo na presenca e na auséncia de um sistema de
ativa¢do metabdlica.
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Intervalo de amostragem das culturas

Para uma avaliagio exaustiva, necessdria para concluir um resultado negativo, as trés seguintes condigdes experi-
mentais devem ser aplicadas utilizando um tratamento curto com e sem ativagdio metabdlica e um tratamento
longo sem ativagdo metabdlica (ver pontos 43, 44 e 45):

— As células sdo expostas ao produto quimico em estudo, sem ativagdio metabdlica, durante 3-6 horas, sendo
colhidas a intervalos equivalentes a cerca de 1,5 ciclos celulares normais, a partir do inicio da exposi¢o (18),

— As células sdo expostas ao produto quimico em estudo, com ativacio metabdlica, durante 3-6 horas, sendo
colhidas a intervalos equivalentes a cerca de 1,5 ciclos celulares normais, a partir do inicio da exposi¢io (18),

N

— As células sdo expostas continuamente, sem ativacio metabdlica, até a amostragem, decorrido um periodo
equivalente a 1,5 ciclos celulares normais. Certos produtos quimicos (p. ex. andlogos dos nucleésidos) podem
ser detetados mais facilmente com tempos de exposigdo/colheita superiores a 1,5 ciclos celulares normais (24).

Caso a aplicagdo de uma das referidas condi¢des experimentais conduza a uma resposta positiva, pode ndo ser
necessario investigar nenhum dos outros regimes de tratamento.

Preparacio dos cromossomas

As culturas de célula sdo tratadas com Colcemid ou colquicina, geralmente durante 1-3 horas antes da colheita.
Cada cultura de células é colhida e processada separadamente para a preparagdo dos cromossomas. Preparacio dos
cromossomas envolve o tratamento hipotdnico das células, seguido de fixagdo e coloragdo. No final do tratamento
de trés a seis horas, podem estar presentes células mitéticas em monocamadas (identificdveis pela sua forma
arredondada e por se destacarem da superficie). Por se destacarem com facilidade, estas células podem perder-se
quando da remogdo do meio com o produto quimico em estudo. Se existirem provas de um aumento substancial
do niimero de células mitdticas relativamente aos controlos, que indique um provavel bloqueio da mitose, as células
devem ser recolhidas por centrifugagio e adicionadas de novo as culturas, de modo a evitar a perda de células que
se encontrem em mitose, bem como o risco da ocorréncia de aberracdes cromossémicas, no momento da colheita.

Andlise

Todas as laminas, incluindo as dos controlos positivos e negativos, devem ser independentemente codificadas antes
da anélise microscopica para a dete¢do de aberracdes cromossémicas. Uma vez que os processos de fixagdo ddo
frequentemente lugar a perda de cromossomas por uma determinada proporcio das células em metéfase, as células
contadas devem apresentar um nimero de centromeros igual ao niimero modal * 2.

Para se concluir que um produto quimico em estudo dd um resultado claramente negativo, devem contabilizar-se,
pelo menos, 300 metdfases bem espalhadas para cada concentracio e para o controlo (ver ponto 45). A 300 células
devem ser divididas equitativamente entre os replicados, quando forem utilizadas culturas em duplicado. Quando
sdo utilizadas culturas simples por cada concentragdo (ver ponto 21), devem contar-se em cada cultura, pelo menos,
300 metdfases bem espalhadas. A contabilizagdo de 300 células tem a vantagem de aumentar a representatividade
estatistica do ensaio, além de raramente permitir observar valores nulos (prevé-se que estes sejam da ordem de
apenas 5 %) (44). O ndmero de metéfases contabilizadas pode ser reduzido caso se observem niimeros elevados de
células com aberragdes cromossémicas e o produto quimico em estudo for considerado inequivocamente positivo.

As células com aberracdes cromossdmicas estruturais, incluindo e excluindo as lacunas, devem ser contabilizadas.
As quebras e as lacunas sdo definidas no apéndice 1, cf. (45) (46). As aberra¢des cromatidicas e cromossomicas
devem ser registadas separadamente e classificadas em subtipos (quebras, intercimbios). Os procedimentos
utilizados no laboratério devem assegurar que a andlise de aberragdes cromossémicas ¢é efetuada por operadores
com formacio adequada, com avaliacio interpares, se for caso disso.
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Embora o objetivo do ensaio consista na detecio de aberragdes cromossémicas estruturais, deve registar-se
a frequéncia de poliploidia e de endorreduplicagdo, quando ocorram (ver ponto 2).

Proficiéncia do laboratério

A fim de estabelecer um nivel de experiéncia suficiente antes da utilizacdo rotineira do ensaio, o laboratério deve
ter efetuado uma série de experiéncias com produtos quimicos de referéncia positivos que atuem por diferentes
mecanismos, bem como vdrios controlos negativos (utilizando vdrios solventes ou veiculos). As respostas
observadas nos controlos positivos e negativos devem ser coerentes com as referéncias bibliograficas. Este critério
ndo ¢é aplicdvel a laboratérios com a experiéncia, isto é, que disponham de uma base de dados histéricos, como
definido no ponto 37.

Deve investigar-se uma sele¢do de produtos quimicos de controlo positivos (ver quadro 1 no ponto 26), aplicados
em tratamentos de curta e de longa duragdo na auséncia de ativacio metabdlica, bem como num tratamento curto
na presenca de ativacio metabdlica, a fim de demonstrar a proficiéncia para detetar produtos quimicos clastogénicos
e determinar a eficicia do sistema de ativacdio metabdlica. A gama de concentracdes dos produtos quimicos
selecionados deve ser escolhida de forma a proporcionar aumentos reprodutiveis e dependentes da concentracio
relativamente a base, de forma a demonstrar a sensibilidade e a gama dindmica do sistema de ensaio.

Dados histéricos de controlo

O laboratério deve elaborar:

— Um historial da gama e distribui¢do dos controlos positivos,

— Um historial da gama e distribui¢do dos controlos negativos (amostras ndo tratadas, solvente).

Ao obter os primeiros dados para um historial de distribui¢do dos controlos negativos, os controlos negativos em
paralelo devem ser coerentes com os dados de controlo publicados, caso existam. A medida que forem sendo
adicionados mais dados experimentais a distribuicio dos controlos, os controlos negativos em paralelo devem, de
preferéncia, situar-se dentro dos limites de controlo de 95 % daquela distribuicio (44) (47). A base de dados
histéricos de controlo negativo deve ser inicialmente constituida por um minimo de 10 experiéncias, embora de
preferéncia, seja constituida por, pelo menos, 20 experiéncias efetuadas em condi¢des experimentais comparaveis.
Os laboratérios devem utilizar métodos de controlo de qualidade como gréficos de controlo (p. ex., grificos C ou
graficos de barras (48)), para identificar a variabilidade dos seus dados de controlo positivo e negativo e demonstrar
que, no seu laboratério, a metodologia estd «sob controlo» (44). Encontram-se na bibliografia (47) outras recomen-
dagdes sobre a forma de obter e utilizar os dados histéricos (critérios de inclusio e exclusio de dados em séries
histéricas e critérios de aceitacdo para um determinado ensaio).

Quaisquer alteragdes ao protocolo experimental devem ser ponderadas em funcio da sua coeréncia com as bases de
dados histéricos de controlo do laboratério. Quaisquer incoeréncias de monta devem traduzir-se na constitui¢do de
uma nova base de dados histéricos de controlo.

Os dados relativos ao controlo negativo devem ser constituidos pela frequéncia de células com aberra¢des cromos-
sémicas numa Unica cultura ou na soma dos replicados das culturas, como descrito no ponto 21. Os controlos
negativos em paralelo devem, de preferéncia, situar-se dentro dos limites de controlo de 95 % da distribuicdo da
base de dados histéricos de controlo negativo do laboratério (44) (47). Se os dados do controlo negativo realizado
em paralelo se situarem fora dos limites de controlo de 95 % podem ser aceitdveis para inclusdo no historial de
distribui¢do de controlo se ndo forem valores extremos e houver indicios de que o sistema de ensaio estd «sob
controlo» (ver ponto 37), bem como provas da inexisténcia de erros humanos ou técnicos.
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RESULTADOS E RELATORIO

Apresentacido dos resultados

Deve avaliar-se a percentagem de células com aberra¢des cromossémicas estruturais. As aberragdes cromatidicas e
cromossomicas, classificados em subtipos (quebras, intercdimbios), devem ser indicadas separadamente, com
indicacdo do respetivo niimero e frequéncia, no respeitante as culturas experimentais e de controlo. A ocorréncia de
lacunas ¢é registada e incluida no relatério separadamente, mas ndo é contabilizada para o cdlculo da frequéncia
total das aberragdes. Deve registar-se a percentagem de poliploidia efou de células endorreduplicadas, sempre que
ocorram.

Durante a experiéncia principal para a detecio de aberracdes, devem ser registadas as medigdes da citotoxidade
realizadas em paralelo com os ensaios, para todas as culturas de controlo e para os casos de resposta negativa e
positiva.

Devem ser fornecidos dados individuais das culturas. Além disso, todos os dados devem ser apresentados sob
a forma de um quadro.

Critérios de aceitabilidade
A aceitacdo do ensaio baseia-se nos seguintes critérios:

— A amostra de controlo negativo em paralelo ¢ considerada aceitavel para inclusdo na base de dados histéricos de
controlo negativo do laboratério do modo descrito no ponto 39.

— As amostras de controlo positivo (ver ponto 26) devem induzir respostas compativeis com as incluidas na base
de dados histéricos de controlo positivo e produzir um aumento estatisticamente significativo relativamente ao
controlo negativo em paralelo.

— Devem respeitar-se os critérios de proliferacio celular no controlo com solvente (pontos 17 e 18).
— Foram testadas as trés condicdes experimentais, salvo se uma delas produziu resultados positivos (ver ponto 28).
— [ analisdvel um ntimero adequado de células e concentragdes (pontos 31 e 21).

— Os critérios para a selegdo da concentragdo de topo sdo coerentes com os descritos nos pontos 22, 23 e 24.

Avaliagdo e interpretacio dos resultados

Se forem cumpridos todos os critérios de aceitabilidade, o produto quimico em estudo é considerado inequivo-
camente positivo se, em qualquer das condigdes experimentais examinadas (ver ponto 28):

a) pelo menos uma das concentra¢des de ensaio apresentar um aumento estatisticamente significativo em relacio
ao controlo negativo,

b) o aumento, avaliado com base numa andlise de tendéncias adequada, for dependente da dose,

¢) nenhum dos resultados estd fora da distribui¢do dos dados histéricos de controlo negativo (p. ex., limites de
controlo de 95 % com base numa distribui¢do de Poisson; ver ponto 39).

Se todos estes critérios estiverem preenchidos, o produto quimico em estudo é considerado passivel de induzir
aberracdes cromossomicas em células de mamifero cultivadas no presente sistema de ensaio. As referéncias biblio-
graficas (49) (50) (51) contém recomendacdes sobre os métodos estatisticos mais adequados.

Se forem cumpridos todos os critérios de aceitabilidade, o produto quimico em estudo é considerado inequivo-
camente negativo se, em todas as condi¢bes experimentais examinadas (ver ponto 28):

a) nenhuma das concentragdes de ensaio apresentar um aumento estatisticamente significativo em relagdo ao
controlo negativo,
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b) ndo se observa nenhum aumento dependente da dose, avaliado com base numa andlise de tendéncias adequada,

¢) todos os resultados se situam dentro da distribuicio dos dados histéricos de controlo negativo (p. ex., limites de
controlo de 95 % com base numa distribui¢do de Poisson; ver ponto 39).

O produto quimico em estudo ndo é considerado passivel de induzir aberragdes cromossémicas em células de
mamifero cultivadas no presente sistema de ensaio.

Nio existe nenhuma exigéncia concreta para a verificagdo de uma resposta inequivocamente positiva ou negativa.

No caso de a resposta ndo ser inequivocamente positiva nem negativa como atrds descrito, ou para estabelecer
a importincia bioldgica do resultado, os dados devem ser avaliados por peritos efou uma investigagdo
complementar. Neste contexto, pode ser util a contagem de células adicionais (se adequado) ou a realizagdo de uma
nova experiéncia, eventualmente com alteracdo das condi¢es experimentais (intervalo diferente entre as concen-
tragdes ou outras condigdes de ativacdo metabdlica — p. ex., concentragio ou origem do S9).

Em certos casos raros, mesmo apds uma investigacdo complementar, os dados obtidos ndo permitirdo concluir um
resultado positivo ou negativo, pelo que se considerard que a resposta do produto quimico em estudo é ambigua.

Um aumento do nimero de células polipléides pode indicar que o produto quimico em estudo apresenta potencial
de inibicdo da mitose e de inducdo de aberracdes cromossémicas numéricas. Um aumento do nimero de células
com cromossomas endorreduplicados pode indicar que o produto quimico em estudo apresenta potencial de
inibi¢do da progressio do ciclo celular (54) (2) (ver ponto 2). Por conseguinte, deve registar-se separadamente
a frequéncia de células poliploides e de células com cromossomas endorreduplicados.

Relatério de ensaio

Elementos a incluir no relatério de ensaio:

Produto quimico em estudo:

— origem, nimero de lote e data-limite de utilizagdo, se conhecida

— estabilidade do produto quimico em estudo, se conhecida;

— solubilidade e estabilidade do produto quimico em estudo no solvente, se conhecida;

— medigdo do pH, da pressdo osmotica e da quantidade de precipitado no meio de cultura ao qual foi adicionado
o produto quimico em estudo, consoante o que for adequado.

Substdncia monocomponente:
— aspeto fisico, solubilidade em dgua e outras propriedades fisico-quimicas relevantes;

— dados de identificagdo quimica, como as denominagdes IUPAC ou CAS, nimero CAS, cddigo SMILES ou InChl,
formula estrutural, pureza, identidade quimica das impurezas, se justificado e exequivel, etc.

Substancia multicomponentes, UVCB e misturas:

— caracterizacdo, na medida do possivel, da identidade quimica (ver acima), ocorréncia quantitativa e propriedades
fisico-quimicas relevantes dos componentes.

Solvente:
— justificagdo da escolha do solvente.

— deve igualmente indicar-se a percentagem de solvente no meio de cultura final.
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Células:

— tipo e origem das células

— caracteristicas do caridtipo e adequagido do tipo de células utilizadas;
— auséncia de micoplasmas, no caso das linhas celulares;

— 1o respeitante as linhas celulares, dados relativos a duragdo do ciclo celular, ao tempo de duplicacio e ao indice
de proliferagio;

— sexo e idade dos dadores de sangue; quaisquer informagdes pertinentes sobre o dador, a utilizacio de sangue
completo ou de linfécitos e o agente mitogénico utilizado;

— 1o respeitante as linhas celulares, nimero de passagens (se conhecido);

— no respeitante as linhas celulares, métodos de manutencio das culturas;

— 1o respeitante as linhas celulares, nimero modal de cromossomas.

Condigdes de realizagdo do ensaio:

— identificacdo e concentra¢do do produto quimico que bloqueia a metafase; duracdo da exposicdo da célula,

— concentragdo do produto quimico em estudo, expressa em concentragdo final no meio de cultura (p. ex., pg ou
mg/ml ou mM do meio de cultura).

— justificagio para a selecdo das concentragdes e do nimero de culturas, incluindo, por exemplo, dados sobre
a citotoxicidade e sobre as limitacdes de solubilidade;

— composi¢io dos meios e, quando aplicavel, concentragdo de CO,; teor de humidade;

— concentragdo (e/ou volume) de solvente e de produto quimico em estudo adicionado ao meio de cultura;
— temperatura de incubacio;

— tempo de incubagio;

— duragdo do tratamento;

— tempo decorrido entre o tratamento e a colheita das células;

— densidade celular da cultura de arranque, quando aplicavel;

— tipo e composi¢do do sistema de ativagdo metabdlica (fonte de S9, método de preparacio da mistura de S9,
concentragio ou volume da mistura de S9 e de S9 no meio de cultura final, controlos de qualidade do S9);

— produtos quimicos de controlo positivo e negativo; concentragdo final para cada condi¢do de tratamento;
— métodos de preparagio das ldminas e técnica de coloracdo utilizada;

— critérios de aceitabilidade dos ensaios;

— critérios de contabilizagio das aberragdes;

— namero de células em metdfase analisadas;

— métodos de medi¢io da citotoxicidade;

— outros dados pertinentes relativos a citotoxicidade e ao método utilizado;

— critérios definidos para que o estudo seja considerado positivo, negativo ou nio conclusivo;

— métodos utilizados para determinar o pH, a pressdo osmotica e a precipitagdo.
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Resultados:
— ndmero de células tratadas e niimero de células colhidas por cultura, se forem utilizadas linhas celulares
— medig¢des de citotoxidade (p. ex., RICC, RPD, IM); outras observagdes, se for caso disso;

— informagdes sobre a duragdo do ciclo celular, o tempo de duplicacdo e o indice de prolifera¢do, no caso de
linhas celulares;

— sinais de precipitacio e instante da determinacio;
— defini¢do das aberracdes observadas, incluindo as lacunas;

— ntmero de células contadas, nimero de células com aberragdes cromossdmicas e tipo dessas aberracdes, discri-
minados para cada cultura exposta e de controlo, incluindo e excluindo lacunas;

— alteragdes da ploidia (células poliploides e as células com cromossomas endorreduplicados, apresentadas separa-
damente), se for caso disso;

— relagdo concentragio-resposta, quando for possivel determind-la;
— dados (concentracdes e solventes) relativos aos controlos em paralelo, negativo (solvente) e positivo;

— dados histéricos relativos aos controlos negativo (solvente) e positivo, indicando intervalos, médias e desvios-
-padrdo e limites de controlo de 95 % para a distribui¢do, bem como o nimero de dados;

— andlise estatistica; valores p (probabilidade de significincia), caso sejam conhecidos.
Discussdo dos resultados.

Conclusdes.
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Apéndice 1

DEFINICOES

Aneuploidia: desvio, num tnico ou em mais cromossomas, mas ndo por séries completas de cromossomas
(poliploidia), do niimero diploide (ou haploide) normal de cromossomas.

Apoptose: morte celular programada, caracterizada por uma série de etapas conducentes a desintegragio das
células em particulas envolvidas por membranas, que sdo em seguida eliminadas por fagocitose ou excregio.

Proliferacdo celular: aumento do niimero de células por divisdo celular mitética.
Produto quimico: substincia ou mistura.

Quebra cromatidica: descontinuidade de um tnico cromatideo em que se verifica um claro desalinhamento de um
dos cromatideos.

Lacuna cromatidica: regido ndo corada (lesdo acromdtica) de um tinico cromatideo em que se verifica um desali-
nhamento minimo do mesmo.

Aberracio cromatidica: lesdo estrutural de um cromossoma expressa na quebra, ou na quebra seguida de unido,
de cromatideos simples.

Aberragio cromossoémica: lesdo estrutural de um cromossoma expressa na quebra, ou na quebra seguida de
unido, de ambos os cromatideos no mesmo local.

Clastogénio: produto quimico causador de aberracdes cromossomdticas estruturais em populacdes celulares ou
organismos eucarioticos.

Concentragdes: refere-se as concentragdes finais do produto quimico em estudo no meio de cultura.

Citotoxicidade: no respeitante aos ensaios abrangidos pelo presente método de ensaio que utilizam linhas
celulares, a citotoxicidade é definida como uma reducio na duplicacio da populacio em termos relativos (RPD) ou
um aumento da contagem celular (RICC) das células tratadas relativamente a amostra de controlo negativo (ver
ponto 17 e apéndice 2). No respeitante aos ensaios abrangidos pelo presente método de ensaio que utilizam
culturas primdrias de linfdcitos, a citotoxicidade é definida como uma redugdo do indice mitdtico (IM) das células
tratadas relativamente a amostra de controlo negativo (ver ponto 18 e apéndice 2).

Endorreduplicagio: processo mediante o qual, na sequéncia de um perfodo S de replicacio do ADN, o niicleo ndo
sofre mitose, iniciando-se um novo periodo S, que resulta em cromossomas com 4, 8, 16, ... cromatideos.

Genotoxico: termo geral que abrange todos os tipos de danos no ADN ou nos cromossomas, incluindo quebras,
supressio de segmentos, adugdes, ligacdes e alteracdes nucleotidicas, rearranjos, mutagdes génicas, aberragdes
cromossomaticas e aneuploidia. Nem todos os tipos de efeitos genotdxicos originam mutagdes ou danos cromosso-
mdticos estdveis.

Indice mitético (IM): relacio entre o niimero de células em metéfase e o nimero total de células observadas numa
populacio de células, que fornece uma indicagdo do grau de proliferagio da populagdo em causa.

Mitose: divisdo do niicleo celular, habitualmente subdividida em préfase, prometéfase, metéfase, andfase e telofase.

Mutagénico: que produz uma alteragio hereditdria de sequéncias de pares de bases do ADN em genes, ou da
estrutura dos cromossomas (aberragdes cromossomaticas).

Aberracio numérica: alteragio do nimero de cromossomas relativamente ao nimero de cromossomas caracte-
ristico das células utilizadas.

Poliploidia: aberragdes cromossomdticas numéricas em células ou organismos, que abrangem uma ou mais séries
completas de cromossomas — por oposi¢do a aneuploidia, que abrange um ou mais cromossomas.
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Estatuto da proteina p53: A proteina p53 participa na regulacio do ciclo celular, na apdptose e na reparagdo do
ADN. As células com défice de proteina funcional p53, incapazes de bloquear o ciclo celular ou de eliminar as
células danificadas por ap6ptose ou por outros mecanismos (p. ex., indugdo de reparacdo do ADN) relacionados
com as funcdes do p53 em resposta a danos no ADN, devem, em teoria, ser mais atreitas a mutagdes genéticas ou
a aberracdes cromossomicas.

Aumento relativo da contagem celular (<RICC», de «relative increase in cell count»): razdo entre o aumento
do ntimero de células nas culturas expostas ao produto quimico e o aumento do nimero de culturas ndo tratadas,
expressa em percentagem.

Duplicagio da populagio em termos relativos (em inglés «<RPD», de «relative population doubling»): razio
entre o aumento do nimero de duplicagdes de populagdo nas culturas expostas ao produto quimico e nas culturas
ndo tratadas, expressa em percentagem.

Fracdo S9 de figado: sobrenadante apés centrifugacdo do homogeneizado de figado a 9 000 g (extrato de figado
em bruto).

Mistura S9: mistura de fragdo S9 de figado e co-fatores necessarios a atividade enzimadtica metabdlica.

Amostra de controlo do solvente: termo geral que define as culturas de controlo tratadas apenas com solvente,
para dissolver o produto quimico em estudo.

Aberracio estrutural: alteragio da estrutura dos cromossomas detetdvel por exame microscopico das células em
metéfase, na forma de supressdo de segmentos, de alteracdes de partes da sequéncia ou da troca de segmentos num
cromatideo ou entre cromatideos.

Produto quimico em estudo: Qualquer substincia ou mistura & qual seja aplicado o presente método de ensaio.

Amostras de controlo ndo tratadas: culturas que nio sujeitas a qualquer tratamento (com um produto quimico
em estudo ou solvente), mas sdo processadas simultanecamente e do mesmo modo que as culturas sujeitas
a tratamento com o produto quimico em estudo.
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Apéndice 2
FORMULAS DE QUANTIFICA(;;\O DA CITOTOXICIDADE

Indice mitético (IM):

MI(%) = Nﬁmero de célu%as mitéticas 100
Namero total de células contadas

Recomenda-se o recurso ao aumento relativo da contagem celular (RICC) ou 3 duplicacio da populacio em
termos relativos (RPD), pois ambos os pardmetros tém em conta a propor¢do de células que sofreu divisdo na
populagio celular.

( Aumento do niimero de células nas culturas tratadas(final-inicio))

RICC(%) = % 100

( Aumento do ntimero de células nas culturas de controlo(final-inicio))

(Ne de duplicac¢des de populagdo nas culturas tratadas) 100

RPD (%) =
(%) (N° de duplicacdes de populacio nas culturas de controlo)

em que:

Duplicagio da populagio = [log (n.° de células apds tratamento + n.° inicial de células)] + log 2

Por exemplo, um RICC ou uma RPD de 53 % corresponde uma citotoxicidade/citostase de 47 % e uma citotoxi-
cidade/citdstase de 55 %, determinada com base no 1M, indica que o IM real é de 45 % do controlo.

Em qualquer caso, deve determinar-se o niimero de células antes do tratamento, bem como nas culturas tratadas e
de controlo negativo.

Embora o RCC (isto ¢, niimero de células nas culturas tratadas/culturas de controlo) tinha sido utilizado como
parametro de citotoxicidade no passado, deixou de ser recomendado, uma vez que pode subestimar a citotoxicidade.

Nas culturas de controlo negativas, a duplicacdo da populagdo deve ser compativel com a exigéncia de colher as
células, apds tratamento, num instante equivalente a 1,5 ciclos celulares normais, devendo o indice mitdtico ser
suficientemente elevado para obter um nimero suficiente de células em mitose e calcular de um modo fidvel
a reducdo de 50 %.»

4) Na parte B, o capitulo B.11 é substituido pelo seguinte texto:

«B.11 Ensaio de aberracdes cromossémicas em células da medula de mamiferos

INTRODUCAO

O presente método de ensaio é equivalente ao Test Guideline 475 (2016) da OCDE. Faz parte integrante de uma série
de métodos de ensaio no dominio da toxicologia genética. Estd disponivel um documento da OCDE que fornece
informagdes sucintas sobre ensaios de toxicologia genética e resume as alteragdes recentemente efetuadas as
orientacdes da OCDE nesse dominio (1).

O ensaio in vivo de aberragdes cromossémicas da medula dssea de mamiferos é particularmente importante para
a avaliagdo da genotoxicidade, visto que, embora possam variar de espécie para espécie, os fatores do metabolismo
in vivo, da farmacocinética e dos processos de reparacio do ADN estdo ativos e contribuem para as respostas. Os
ensaios in vivo sdo igualmente tteis para a investigacdo suplementar da genotoxicidade detetada in vitro.
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O ensaio de aberra¢des cromossomicas em células da medula de mamiferos € utilizado para a detecdo de aberragdes
cromossomicas estruturais induzidas pelos produtos quimicos em estudo em células da medula de animais,
geralmente roedores — (2), (3), (4) e (5). As aberracdes cromossOmicas estruturais podem ser de dois tipos, um
afetando os cromossomas, o outro os cromatideos. Embora as aberra¢des genotoxicas induzidas por produtos
quimicos sejam, na sua maioria, cromatidicas, podem também ocorrer aberragdes cromossémicas. As lesdes
cromossomicas e os eventos relacionados causam diversas doengas genéticas humanas, havendo provas substanciais
de que, quando causam alteragdes nos oncogenes e nos genes supressores de tumores das células somadticas, estas
lesdes e os eventos relacionados tém influéncia na indugdo de cancro nos seres humanos e nos animais utilizados
em experiéncias. Em ensaios de aberragdes cromossomicas in vivo pode observar-se poliploidia (incluindo endorre-
duplicagdo). Contudo, o aumento da poliploidia, por si s6, ndo ¢ indicativo do potencial aneugénico, podendo
indicar simplesmente uma perturbagdo do ciclo celular ou citotoxicidade. O presente ensaio ndo é concebido para
detetar a aneuploidia. Os ensaios in vivo e in vitro recomendados para a detegdo de aneuploidia sdo, respetivamente,
o ensaio in vivo de micronticleos em eritrécitos de mamiferos (capitulo B.12 do presente anexo) e o ensaio in vitro
de microndcleos em células de mamiferos (capitulo B.49 do presente anexo).

As defini¢des utilizadas figuram no apéndice 1.

CONSIDERACOES INICIAIS

O presente ensaio utiliza, normalmente, roedores mas, em alguns casos, podem ser adequadas outras espécies,
mediante justificacdo cientifica. A medula é o tecido objeto do ensaio, por se tratar de um tecido altamente vascula-
rizado e conter uma populacio de células com grande ritmo de duplicacdo que podem ser facilmente isoladas e
processadas. A justificacdo cientifica para a utilizagdo de outras espécies que ndo ratos ou ratinhos deve constar do
relatério. Se se utilizarem espécies que ndo sejam roedores, recomenda-se que a medi¢do das aberracdes cromos-
sémicas da medula dssea seja integrada noutro ensaio de toxicidade adequado.

Se houver provas de que nem os produtos quimicos em estudo nem os seus metabolitos entram em contacto com
o tecido-alvo, o presente ensaio pode ndo ser adequado.

Antes da aplicacio do método de ensaio a uma mistura para obter dados com fins regulamentares, importa
ponderar se — e, em caso afirmativo, por que motivo — o método pode proporcionar resultados adequados para
o efeito. Tais consideracdes sdo desnecessdrias se houver um requisito regulamentar para o ensaio da mistura.

PRINCIPIO DO METODO DE ENSAIO

Os animais sd3o expostos ao produto quimico em estudo através de um modo de exposi¢do apropriado. Ao cabo de
um periodo pds-exposicdo adequado, eutanasiam-se (por métodos humanos). Antes da eutandsia, tratam-se com um
agente fixador da metdfase (p. ex., colquicina ou colcemida). Fazem-se, seguidamente, preparagdes de cromossomas
a partir de células da medula: apds coloracdo, analisam-se as células em metifase para detetar aberragdes cromos-
sémicas.

VERIFICACAO DA PROFICIENCIA DO LABORATORIO

Determinacio da proficiéncia

A fim de adquirir experiéncia suficiente com o ensaio antes da sua utilizagdo rotineira, o laboratério deve
demonstrar aptiddo para reproduzir os resultados previstos com base nos dados publicados (p. ex., (6)), no
respeitante a frequéncia das aberra¢des cromossdmicas, com um minimo de dois produtos quimicos de controlo
positivo (incluindo respostas fracas induzidas por baixas doses de controlos positivos), nomeadamente os resultados
que constam do quadro 1, e com controlos compativeis veiculofsolvente (ver ponto 22). Nestas experiéncias devem
utilizar-se doses que originem aumentos reprodutiveis e dependentes das doses e demonstrem a sensibilidade e
a gama dinidmica do sistema de ensaio no tecido em causa (medula dssea), recorrendo ao método de classificacdo
a utilizar no laboratério. Este requisito ndo é aplicdvel a laboratérios com experiéncia, isto é, que disponham de
uma base de dados histéricos, conforme defini¢do nos pontos 10-14.
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Dados histéricos de controlo

Na determinagdo da proficiéncia, o laboratério deve estabelecer:

— um historial da gama e da distribuicio dos controlos positivos, e
— um historial da gama e da distribui¢do dos controlos negativos.

Ao obter os primeiros dados para um historial da distribuicdo dos controlos negativos, os controlos negativos em
paralelo devem ser coerentes com os dados de controlo eventualmente publicados. A medida que forem sendo
adicionados mais dados experimentais ao historial de distribui¢do dos controlos, os controlos negativos em paralelo
devem, de preferéncia, situar-se dentro dos limites de controlo de 95 % daquela distribui¢do. A base de dados
histéricos do laboratério sobre o controlo negativo deve ser estatisticamente sélida, a fim de garantir a capacidade
do laboratério para avaliar a distribui¢do dos seus dados de controlo negativo. A bibliografia sugere que podem ser
necessarios, no minimo, 10 ensaios, devendo, de preferéncia, efetuar-se, pelo menos, 20 ensaios em condigdes
experimentais compardveis. Os laboratérios devem utilizar métodos de controlo de qualidade como graficos de
controlo (p. ex., grificos C ou gréficos de barras (7)), para identificar a variabilidade dos seus dados e demonstrar
que, no seu laboratério, a metodologia estd sob controlo. Encontram-se na bibliografia (8) outras recomendagdes
sobre a forma de obter e utilizar os dados histéricos (critérios de inclusdo e exclusio de dados em séries historicas e
critérios de aceitagdo para um determinado ensaio).

Se o laboratdrio nio realizar um nimero suficiente de ensaios para estabelecer a distribui¢do estatisticamente sélida
das amostras de controlo negativo (ver ponto 11) durante a determinagdo da proficiéncia (descrita no ponto 9), é
aceitdvel que a distribui¢do possa ser definida nos primeiros ensaios de rotina. Esta abordagem deve seguir as
recomendagdes enunciadas na bibliografia (8); os resultados de controlo negativo obtidos com estes ensaios devem
ser coerentes com os dados de controlo negativo publicados.

Quaisquer alteragdes ao protocolo experimental devem ser ponderadas em funcdo do seu impacto nos dados
resultantes, que devem permanecer coerentes com as bases de dados histéricos de controlo de que o laboratério
dispde. Apenas as incoeréncias mais expressivas devem traduzir-se na criacio de uma nova base de dados histéricos
de controlo, caso um parecer de perito determine que a distribuicio difere da anterior (ver ponto 11). Durante
0 novo processo, pode ndo ser necessiria uma base de dados de controlo negativo completa para permitir
a realiza¢do de um ensaio real, desde que o laboratério possa demonstrar que os valores de controlo negativo em
paralelo permanecem coerentes com a base de dados anterior ou com os correspondentes dados publicados.

Os dados de controlo negativo devem consistir na incidéncia de aberragdes cromossémicas estruturais (excluindo
lacunas) em cada animal. Os controlos negativos em paralelo devem, de preferéncia, situar-se dentro dos limites de
controlo de 95 % da distribui¢do da base de dados histéricos do laboratério sobre o controlo negativo. Os dados do
controlo negativo realizado em paralelo que se situem fora dos limites de controlo de 95 % sdo aceitdveis para
inclusdo no historial de distribuicio de controlo se ndo forem valores extremos e ainda se houver indicios de que
o sistema de ensaio estd «sob controlo» (ver ponto 11) e ndo houver indicios da existéncia de erros humanos ou
técnicos.

DESCRICAO DO METODO

Preparacdes

Escolha da espécie animal

Devem ser utilizados animais adultos, jovens e sauddveis das espécies de laboratério mais comuns. Utilizam-se
geralmente ratos, embora possam também servir ratinhos. Pode utilizar-se qualquer outra espécie adequada de
mamifero, se o relatério fornecer uma justificaio cientifica.
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Condigdes de alojamento e de alimentagdo dos animais

No caso dos roedores, a temperatura na sala onde se encontram os animais deve ser de 22 °C (¢ 3 °C). Embora
a humidade relativa ideal seja de 50-60 %, na prética pode descer a 40 %, ndo devendo exceder 70 %, exceto
durante a lavagem do biotério. A iluminagdo deve ser artificial, com uma alternancia de 12 horas de luz e 12 horas
de escuriddo. Na alimentacdo, podem utilizar-se dietas convencionais de laboratério e deve ser fornecida dgua de
beber sem restricdes. Se o produto quimico em estudo for administrado pela alimentagio, a escolha da dieta podera
ser condicionada pela necessidade de assegurar a dosagem adequada. Os roedores devem ser alojados em pequenos
grupos (ndo mais de cinco por gaiola) do mesmo sexo e grupo de tratamento — caso ndo se preveja nenhum
comportamento agressivo —, de preferéncia em gaiolas com pavimento sélido e enriquecimento ambiental
adequado. Os animais s6 podem ser alojados individualmente se tal se justificar do ponto de vista cientifico.

Preparagio dos animais

Utilizam-se, como regra geral, animais adultos jovens sauddveis (no caso dos roedores, idealmente com 6-10
semanas de idade no inicio do tratamento, embora sejam aceitdveis animais ligeiramente mais velhos), distribuidos
aleatoriamente pelos grupos de controlo e pelos grupos de exposi¢do. Os animais sdo identificados de forma
inequivoca, utilizando um método humano minimamente invasivo (p. ex., colocagdo de anilhas, marcagdes,
microchips ou identificacdo biométrica, mas sem cortes nas orelhas ou nas falanges) e devem ser aclimatados as
condigdes de laboratério durante, pelo menos, cinco dias. As gaiolas devem ser dispostas de forma a minimizar
possiveis efeitos derivados do seu posicionamento. Deve evitar-se a contaminagio cruzada pelo controlo positivo e
pelo produto quimico em estudo. No inicio do estudo, a variagdo de peso entre os animais deve ser minima, ndo
excedendo + 20 % do peso médio de cada sexo.

Preparagdo das doses

Os produtos quimicos em estudo na forma sélida devem ser dissolvidos ou suspensos em solventes ou veiculos
adequados, ou ainda misturados na dieta ou na dgua potédvel antes da sua administracio aos animais. Os produtos
quimicos em estudo liquidos podem ser administrados diretamente ou diluidos antes da sua administra¢do. No caso
de exposi¢des por inalacdo, os produtos quimicos em estudo podem ser administrados sob a forma de gds, vapor
ou aerossol sélido/liquido, consoante as respetivas propriedades fisico-quimicas. Devem utilizar-se preparagdes
frescas do produto quimico em estudo, a menos que os dados de estabilidade demonstrem que o mesmo pode ser
armazenado e determinem as condi¢des de armazenagem adequadas.

Solvente/veiculo

O solvente/veiculo ndo deve produzir efeitos toxicos nas doses utilizadas nem ser suscetivel de reagir com
o produto quimico em estudo. Caso se utilizem solventes/veiculos cujas propriedades ndo se encontrem totalmente
elucidadas, devem fornecer-se dados que justifiquem a sua compatibilidade. Sempre que possivel, recomenda-se
a utilizagdo prioritiria de um solvente/veiculo aquoso. A dgua, o soro fisiologico, uma solugdo de metilcelulose,
uma solugdo de sal de sédio de carboximetilcelulose, o azeite e o 6leo de milho constituem exemplos de solventes|
[veiculos compativeis de utilizagdo comum. Na auséncia de dados de controlo histéricos ou publicados que
demonstrem que o solventefveiculo atipico escolhido ndo induz nenhuma aberragdo estrutural ou outros efeitos
deletérios, deve realizar-se um ensaio preliminar destinado a estabelecer a aceitabilidade do controlo do solvente ou
veiculo.

Controlos

Amostras de controlo positivas

Como regra geral, deve incluir-se em cada ensaio um grupo de animais expostos a um produto quimico de controlo
positivo. Este principio pode ndo ser respeitado caso o laboratério de ensaio tenha demonstrado aptidio para
a realiza¢do do ensaio e estabelecido um historial de gamas de controlos positivos. Se ndo for incluido um grupo de
controlo positivo paralelo, cada experiéncia deve compreender controlos de contagem (laminas fixas e ndo coradas).
Estes podem ser realizados mediante a inclusio, no estudo, de amostras de referéncia adequadas obtidas e
armazenadas a partir de um controlo positivo em separado efetuado a intervalos regulares (p. ex., todos os 6-18
meses), no laboratdrio em que o ensaio é realizado: por exemplo, em testes de proficiéncia e, subsequentemente, de
uma forma regular, se necessério.
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Os produtos quimicos de controlo positivo devem produzir, de forma fidvel, um aumento detetdvel na frequéncia
das células com aberra¢des cromossomicas estruturais em relagdo ao nivel de ocorréncia espontinea. A dose de
controlo positiva a administrar deve ser escolhida de modo a que os seus efeitos sejam claros mas também a que as
amostras codificadas nio sejam imediatamente identificadas pelo operador que procede s leituras. E aceitdvel que
o controlo positivo seja administrado por uma via diferente da substancia em estudo, de acordo com um calendério
diferente, e que a amostragem seja realizada num unico instante. Se se justificar, deve considerar-se a possibilidade
de utilizar produtos quimicos de uma classe relacionada para o controlo positivo. O quadro 1 inclui exemplos de
produtos quimicos de controlo positivo.

Quadro 1

Exemplos de substancias de controlo positivo

Produto quimico N.o CAS
Metanossulfonato de etilo 62-50-0
Metanossulfonato de metilo 66-27-3
Etilnitrosureia 759-73-9
Mitomicina C 50-07-7
Ciclofosfamida mono-hidratada 50-18-0 (6055-19-2)
Trietilenomelamina 51-18-3

Controlos negativos

Todas as amostragens devem incluir animais do grupo de controlo negativo, tratados do mesmo modo que os
animais dos grupos de exposi¢do, exceto o facto de ndo serem expostos a substancia quimica em estudo. Se se
utilizar um solvente/veiculo para administrar o produto quimico em estudo, o grupo de controlo deve receber esse
solvente[veiculo. No entanto, se os dados histéricos de controlo negativo demonstrarem, para cada tempo de
amostragem e laboratério de ensaio, a coeréncia da variabilidade entre animais e da frequéncia de células com
aberragdes estruturais, pode ser necessiria apenas uma amostra de controlo negativo. Em caso de recurso a uma
tinica amostragem para os controlos negativos, esta deve corresponder ao primeiro tempo de amostragem utilizado
no estudo.

PROCEDIMENTO DE ENSAIO

Nuimero e sexo dos animais

Em geral, a resposta do micronicleo é idéntica nos machos e nas fémeas (9), prevendo-se que o mesmo se verifique
no caso das aberragdes cromossOmicas estruturais; por conseguinte, os estudos podem, na sua maioria, ser
realizados com animais de qualquer sexo. A existéncia de dados que demonstrem diferencas importantes entre
machos e fémeas (p. ex., diferencas em termos de toxicidade sistémica, metabolismo, biodisponibilidade, toxicidade
para a medula dssea, etc., que incluam, nomeadamente, um estudo exploratério) recomenda a utilizagio de animais
de ambos os sexos. Neste caso, poderd ser adequado um estudo com ambos os sexos: por exemplo, no contexto de
um estudo de toxicidade de dose repetida. Pode justificar-se o recurso ao modelo fatorial caso se utilizem animais
de ambos os sexos. O apéndice 2 debruga-se sobre a andlise dos dados por recurso a este modelo.
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A dimensdo dos grupos deve ser estabelecida no inicio do estudo, para que se disponha de um minimo de 5
animais analisdveis de um sexo ou (se se utilizarem ambos os sexos) de cada sexo, por grupo. Nos casos em que
a exposicdo humana aos produtos quimicos possa ser especifica de cada sexo, como acontece com alguns produtos
farmacéuticos, o ensaio deve ser executado com animais do sexo em causa. A titulo de orientacio, um estudo com
medula 6ssea realizado com dois tempos de amostragem, trés grupos de doses e um grupo de controlo negativo em
paralelo, além de um grupo de controlo positivo (composto por cinco animais do mesmo sexo), necessita, no
maéximo, de 45 animais.

Doses

Se for realizado um estudo preliminar para avaliagdo da gama de doses a administrar, por ndo estarem disponiveis
dados apropriados de apoio a selegio de doses, esse estudo deve ter lugar no mesmo laboratério, utilizando
a mesma espécie, a mesma linha celular, 0 mesmo sexo e o mesmo regime de exposicio do estudo principal (10).
O estudo deve procurar identificar a dose mdxima tolerdvel (DMT), definida como a dose mais elevada que se tolera
sem sinais de toxicidade limitativa do estudo, relativamente & sua duragio (p. ex., induzindo quebras do peso
corporal ou citotoxicidade para o sistema hematopoiético), mas sem causar a morte nem sinais de dor, sofrimento
ou tensdo que levem a eutandsia por meios humanos (11).

Pode igualmente definir-se dose mais elevada como uma dose que produz indicagdes de toxicidade para a medula
Ossea.

Os produtos quimicos que apresentam satura¢do de propriedades toxicocinéticas ou induzem processos de desinto-
xicacdo passiveis de conduzir a uma diminuicdo da exposi¢do apds um tratamento a longo prazo podem constituir
uma excegdo aos critérios de base de fixacdo da dose, devendo ser avaliados numa base casuistica.

Um estudo completo destinado a obter informacio sobre a resposta as doses deve incluir um grupo de controlo
negativo e, no minimo, trés doses espacadas, geralmente, por um fator de 2, mas nido superior a 4. Se o produto
quimico em estudo ndo produzir efeitos téxicos num estudo de avaliagdo da gama de doses ou com base em dados
existentes, a dose mais elevada administrada de uma s6 vez deve ser de 2 000 mg/kg de peso corporal. Contudo, se
o produto quimico em estudo ndo provocar toxicidade, a DMT deve coincidir com a dose mdxima administrada, e
as doses utilizadas devem, de preferéncia, abranger uma gama compreendida entre a dose que produz a toxicidade
méxima e uma dose que produz uma toxicidade baixa ou nula. Caso se observe toxicidade no tecido-alvo (medula
6ssea) com todas as doses de ensaio, recomenda-se a realizacio de um estudo complementar com doses ndo
toxicas. Os estudos destinados a caracterizar de modo mais preciso a informagdo quantitativa dose-resposta podem
exigir outras gamas de doses. Estes limites podem variar para certos tipos de produtos quimicos em estudo
abrangidos por exigéncias especificas (p. ex., medicamentos para uso humano).

Ensaio no limite

Se os estudos de avaliagio da gama de doses ou dados existentes relativos a espécies animais afins indicarem que
um regime de tratamento com, pelo menos, a dose-limite (adiante descrita) ndo produz efeitos toxicos observaveis
(entre os quais a inibi¢do da proliferagio da medula dssea ou outros sinais de citotoxicidade no tecido-alvo) e ndo
for de prever a ocorréncia de genotoxicidade, com base em estudos de genotoxicidade in vitro ou dados referentes
a produtos quimicos estruturalmente afins, pode ndo ser necessirio um estudo completo com trés doses, desde que
se tenha demonstrado que o(s) produto(s) quimico(s) em estudo atinge(m) o tecido-alvo (medula 6ssea). Em tais
casos, pode ser suficiente uma dose tnica (a dose-limite). Para um perfodo de administragdo superior a 14 dias,
a dose-limite é de 1 000 mg/kg de peso corporal/dia. Para periodos de administracdo iguais ou inferiores a 14 dias,
a dose-limite é de 2 000 mg/kg de peso corporal/dia.
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Administragdo das doses

Na concec¢do de um ensaio, deve ponderar-se a via prevista de exposicdo humana. Por conseguinte, podem escolher-
-se, com justificagdo, vias de exposi¢do como a alimentacio, a dgua de beber, as vias tdpica, subcutinea, intravenosa
e oral (por sonda gdstrica), a inalagdo, a via intratraqueal ou os implantes. Em qualquer caso, a via deve ser
escolhida de modo a garantir a exposi¢do adequada do(s) tecido(s)-alvo. A injecdo intraperitoneal, ndo é, em geral,
recomendada, pois ndo se trata de uma via prevista de exposi¢do humana, s6 devendo utilizar-se com justificacdo
cientifica especifica. Se o produto quimico em estudo for misturado na alimentagio ou na dgua de beber,
especialmente no caso de dose tnica, deve ter-se o cuidado de prever um intervalo suficiente entre a ingestdo dos
alimentos ou da dgua e a amostragem, para permitir detetar os efeitos (ver pontos 33-34). O volume mdximo de
liquido que pode ser administrado por gavagem (sonda géstrica) ou por inje¢do, numa toma, depende do tamanho
do animal, ndo devendo exceder 1 ml/100 g de peso corporal; excetuam-se as solu¢des aquosas, que podem ser
administradas na propor¢do médxima de 2 ml/100 g de peso corporal. Deve justificar-se a utilizagdo de volumes
mais elevados. Exceto no caso de produtos quimicos irritantes ou corrosivos, que normalmente produzem efeitos
exacerbados em concentragdes superiores, a variabilidade no volume de ensaio deve ser minimizada ajustando
a concentragdo de modo a garantir a administragdo a um volume constante relativamente a massa corporal, em
todas as doses.

Programacio do ensaio

Os produtos quimicos em estudo sdo geralmente administrados numa exposi¢do dnica, podendo, contudo, ser
administrados em dose dividida (ou seja, duas ou mais exposi¢des no mesmo dia, separadas por ndo mais de 2-3
horas), para facilitar a administracdo de grandes volumes. Nestas circunstancias, ou no caso da administracdo do
produto quimico por inalagdo, a amostragem deve ser programada em fungio do momento da dltima administracio
ou do termo da exposigio.

Hé poucos dados disponiveis sobre a adequacdo ao presente ensaio de um protocolo por doses repetidas. Contudo,
nos casos em que for desejdvel integrar este ensaio com um ensaio de toxicidade de dose repetida, deve ter-se
o cuidado de evitar a perda de células mitéticas com danos cromossomaticos, passivel de ocorrer com doses
toxicas. Essa integragdo é aceitdvel se a dose mais elevada for igual ou superior a dose-limite (ver ponto 29) e for
administrado um grupo de doses que abranja a dose-limite durante o periodo de tratamento. O ensaio do
micronicleo (método B.12) deve considerar-se o ensaio in vivo recomendado de aberra¢des cromossémicas quando
se pretende a integracdo com outros estudos.

As amostras de medula 6ssea devem ser colhidas em dois momentos diversos apds um dnico tratamento. No caso
dos roedores, a primeira amostra deve ser colhida apés o tempo necessdrio para completar 1,5 ciclos celulares
normais, que é, normalmente, de 12-18 horas apds a exposi¢do. Dado que o tempo necessario para a absor¢do e
para o metabolismo do(s) produto(s) quimico(s) em estudo, bem como o seu efeito sobre a cinética do ciclo celular,
podem afetar 0 momento 6timo para a dete¢do de uma eventual aberragdo cromossémica, recomenda-se a recolha
de uma segunda amostra 24 horas ap6s a primeira. A primeira amostragem para andlise deve abranger todos os
grupos de doses; no entanto, na(s) amostragem(ns) posterior(es) sé serd necessario administrar a dose mais elevada.
Se, com justificagdo cientifica, forem utilizados regimes de administracio ao longo de mais de um dia, deve,
geralmente, colher-se uma amostra a cerca de 1,5 ciclos celulares normais apds a exposicdo final.

Apbs a exposicio e antes da amostragem, os animais sdo injetados intraperitonealmente com uma dose apropriada
de um agente fixador da metdfase (por exemplo, colcemida ou colquicina), sendo as amostras colhidas apds um
periodo adequado. No caso dos ratinhos, esse periodo é de cerca de 3-5 horas e, no caso dos ratos, de 2-5 horas.
As células da medula sdo colhidas, dilatadas, fixadas, coloridas e analisadas para detecio de aberra¢des cromos-
somicas.
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Exames

Devem ser feitas observacdes clinicas gerais dos animais em estudo, registando-se os respetivos sinais clinicos pelo
menos uma vez por dia, de preferéncia a(s) mesma(s) hora(s), tendo em conta o periodo de pico dos efeitos
previstos aps a administragdo da dose. Durante o periodo de exposi¢do, devem observar-se todos os animais pelo
menos duas vezes por dia, para a dete¢do de sinais de morbilidade e mortalidade. Todos os animais devem ser
pesados no inicio do estudo, bem como, pelo menos, uma vez por semana (em estudos com doses repetidas) e no
momento da eutandsia. Nos estudos com a duracdo minima de uma semana, o consumo de alimentos deve ser
medido pelo menos uma vez por semana. Se o produto quimico em estudo for administrado através da dgua de
beber, deve medir-se o consumo desta em cada mudanga de dgua e pelo menos uma vez por semana. Os animais
que exibam indicadores nio letais de toxicidade excessiva devem ser eutanasiados (por métodos humanos) antes da
conclusio do periodo de ensaio (11).

Exposic¢io dos tecidos-alvo

Sempre que se justifique e nos casos em que ndo haja outros dados de exposi¢do (ver ponto 44), deve colher-se
uma amostra de sangue em momentos oportunos, a fim de permitir a determinagdo dos niveis dos produtos
quimicos em estudo no plasma, tendo em vista comprovar que ocorreu exposi¢do da medula Gssea.

Preparacio da medula éssea e dos cromossomas

Imediatamente apds a eutandsia (por métodos humanos), retiram-se células da medula dssea dos fémures ou das
tibias dos animais, expdem-se a uma solu¢do hipoténica e fixam-se. As células em metdfase sdo depois espalhadas
nas ldminas e coradas por métodos bem definidos [ver (3) (12)].

Andlise

Todas as laminas, incluindo as dos controlos positivos e negativos, devem ser codificadas independentemente antes
da anlise, a qual deve ser realizada de forma aleatéria, para que o operador ndo conheca o tipo de tratamento.

Como medida da citotoxicidade, deve determinar-se o indice mitdtico em pelo menos 1 000 células por animal,
para todos os animais expostos a substancia em estudo (incluindo os controlos positivos), para os animais ndo
expostos e para os animais ndo expostos do controlo negativo com o veiculo/solvente.

Devem analisar-se, pelo menos, 200 metédfases por animal, para pesquisa de aberra¢des cromossémicas estruturais,
incluindo e excluindo lacunas (6). No entanto, se os dados histéricos relativos ao controlo negativo indicarem que
a frequéncia de aberra¢des cromossémicas estruturais de fundo no laboratério de ensaio é < 1 %, deve ponderar-se
a contagem de células adicionais. Devem registar-se separadamente as aberra¢des cromatidicas e cromossémicas,
classificando-as em subtipos (quebras, intercimbios). Os procedimentos utilizados no laboratério devem assegurar
que a andlise de aberragdes cromossémicas é efetuada por operadores com formac¢io adequada, com avaliacdo
interpares se for caso disso. Dado que os procedimentos de preparagdo das laminas ddo frequentemente lugar a
rutura de uma determinada proporgio das células em metifase, com perda dos cromossomas, as células contabi-
lizadas devem, portanto, conter um ndimero de centrémeros ndo inferior a 2n+2, em que n é o nimero de
cromossomas haploides na espécie em causa.
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RESULTADOS E RELATORIO

Tratamento dos resultados

Os dados respeitantes a cada animal devem ser apresentados num quadro. Para cada animal, devem fornecer-se
o indice mitético, o nimero de células em metifase contabilizadas, o nimero de aberra¢des por cada célula em
metifase e a percentagem de células com aberragdes cromossdmicas estruturais. Os diferentes tipos de aberracdo
cromossémica estrutural devem ser enumerados, com os respetivos niimeros e frequéncias, para os grupos expostos
a substincia em estudo e os grupos de controlo. Registam-se separadamente as lacunas, bem como as células
poliploides e as células com cromossomas endorreduplicados. A frequéncia das lacunas é incluida no relatério, mas
em geral ndo ¢ tida em conta na andlise da frequéncia total das aberragdes estruturais. Se ndo houver diferenca
visivel entre os sexos no tocante a resposta, os dados podem ser combinados para fins estatisticos. Devem também
comunicar-se os resultados da toxicidade em animais e os sinais clinicos.

Critérios de aceitabilidade
Critérios para determinar a aceitabilidade do ensaio:

a) Os dados relativos a amostra de controlo negativo em paralelo sdo considerados aceitdveis para inclusio na base
de dados histéricos de controlo do laboratério (ver pontos 11-14).

b) Os controlos positivos ou os controlos de contagem em paralelo devem induzir respostas compativeis com as
incluidas na base de dados histéricos de controlo positivo e produzir um aumento estatisticamente significativo
em comparagdo com o controlo negativo (ver pontos 20-21).

¢) O nimero de doses e células analisadas foi o adequado.

d) Os critérios para a selecdo da dose mais elevada sdo coerentes com os descritos nos pontos 25-28.

Avaliagio e interpretacio dos resultados

Caso se cumpram todos os critérios de aceitabilidade, o produto quimico em estudo é considerado inequivocamente
positivo se:

a) Pelo menos um dos grupos de tratamento apresenta um aumento estatisticamente significativo da frequéncia de
células com aberragdes cromossomicas estruturais (excluindo lacunas), em comparagio com o controlo negativo.

b) Esse aumento, avaliado por recurso a uma andlise adequada de tendéncias, depende da dose em, pelo menos, um
dos tempos de amostragem.

¢) Todos os resultados estdo fora da distribuicio dos dados histéricos de controlo negativo (p. ex., limites de
controlo de 95 % com base numa distribuicio de Poisson).

Se, num determinado tempo de amostragem, apenas se analisar a dose mais elevada, o produto quimico em estudo
¢ considerado claramente positivo caso se verifique um aumento estatisticamente significativo em comparagio com
o controlo negativo em paralelo e os resultados se situem fora da distribui¢do dos dados histéricos de controlo
negativo (p. ex., limites de controlo de 95 % com base numa distribui¢do de Poisson). A referéncia bibliografica (13)
contém recomendagdes sobre os métodos estatisticos adequados. Quando se efetua um estudo da resposta a
dosagem, devem analisar-se, pelo menos, trés grupos de doses tratados. Os testes estatisticos utilizados devem
considerar que o animal constitui a unidade experimental. Um resultado positivo no ensaio de aberra¢des cromos-
sémicas indica que o produto quimico em estudo induz aberra¢des cromossomicas estruturais na medula dssea das
espécies ensaiadas.

Se se cumprirem todos os critérios de aceitabilidade, o produto quimico em estudo é considerado inequivocamente
negativo caso, em todas as condigdes experimentais examinadas:

a) Nenhum dos grupos de tratamento apresente um aumento estatisticamente significativo da frequéncia de células
com aberrac¢des cromossomicas estruturais (excluindo lacunas), em comparagdo com o controlo negativo,
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b) Nao se observe nenhum aumento dependente da dose, avaliado com base numa andlise de tendéncias adequada,
para qualquer tempo de amostragem,

¢) Todos os resultados se situem dentro da distribuicdo dos dados histéricos de controlo negativo (p. ex., limites de
controlo de 95 % com base numa distribuicio de Poisson), e

d) Se verifique a exposi¢do da medula ao(s) produto(s) quimico(s) em estudo.

A referéncia bibliogréfica (13) contém recomendacdes sobre os métodos estatisticos mais adequados. A prova da
exposicdo das células da medula a um produto quimico em estudo pode consistir numa depressio do indice
mitético ou na medi¢do dos niveis do produto quimico no plasma ou no sangue. Em caso de administracio
intravenosa, ndo sdo necessarias provas da exposi¢do. Alternativamente, podem utilizar-se dados ADME obtidos no
ambito de um estudo independente, com recurso 4 mesma via e & mesma espécie, para demonstrar que ocorreu
exposi¢do da medula éssea. Um resultado negativo indica que, nas condi¢des do ensaio, o produto quimico em
estudo ndo induz aberragdes cromossémicas estruturais nas células da medula das espécies sujeitas ao ensaio.

Néo hd nenhuma exigéncia concreta para a verificagdo de uma resposta positiva clara ou de uma resposta negativa
clara.

Nos casos em que a resposta ndo for inequivocamente negativa ou positiva, a fim de contribuir para a defini¢do da
importancia bioldgica dos resultados (p. ex., um aumento ténue ou no limite), os dados devem ser avaliados por
pareceres de peritos efou investigacdes complementares das experiéncias concluidas. Em alguns casos, poderd ser
util analisar mais células ou repetir o ensaio alterando as condi¢Bes experimentais.

Em certos casos raros, mesmo ap6s uma investigacio complementar, os dados obtidos ndo permitem concluir um
resultado positivo ou negativo, pelo que se considerard que o produto quimico em estudo produz uma resposta
ambigua.

A frequéncia de poliploidia e de metdfases endorreduplicadas entre as metafases totais deve ser registada separa-
damente. Um aumento do niimero de células poliploides ou endorreduplicadas pode indicar que o produto quimico
em estudo apresenta o potencial de inibir a mitose ou a progressdo do ciclo celular (ver ponto 3).

Relatério do ensaio

Elementos a incluir no relatério de ensaio:

Resumo

Produto quimico em estudo:

— origem, nimero de lote e data-limite de utilizagdo, se conhecida;

— estabilidade do produto quimico em estudo, se conhecida.

Substancia monocomponente:

— aspeto fisico, solubilidade em 4gua e outras propriedades fisico-quimicas relevantes;

— dados de identificagdo quimica, como as denominag¢des IUPAC ou CAS, niimero CAS, cddigo SMILES ou InChl,
formula estrutural, pureza, identidade quimica das impurezas, se pertinente e exequivel, etc.

Substancia multicomponente, UVCB e misturas:

— caracterizacdo, na medida do possivel, da identidade quimica (ver acima), ocorréncia quantitativa e propriedades
fisico-quimicas relevantes dos componentes.
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Preparagdo do produto quimico em estudo:

— justificagdo da escolha do veiculo;

— solubilidade e estabilidade do produto quimico em estudo no solvente/veiculo, se conhecida;
— preparacdo de férmulas para a alimentacdo, a dgua de beber ou a inalacio;

— determinagdes analiticas sobre essas formulas (p. ex.: estabilidade, homogeneidade, concentragdes nominais), se
efetuadas;

Animais utilizados no ensaio:

— espécie e estirpe utilizadas e justificacdo da utilizacdo;
— ntmero, idade e sexo;

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

— método de identificacdo especifica dos animais;

— para estudos de curta duracdo: peso de cada animal no inicio e no final do ensaio; para estudos de duragdo
superior a uma semana: peso corporal de cada animal durante o estudo e consumo de alimentos. Deve incluir-
-se, relativamente a cada grupo, a gama de pesos corporais, com a respetiva média e o desvio-padrio.

Condigdes de realizagdo do ensaio:

— controlos positivos e negativos (veiculo/solvente);

— dados do estudo para defini¢do da gama de doses, se tiver sido realizado;
— fundamentagio da escolha das doses;

— elementos relativos a preparagdo do produto quimico em estudo;

— elementos relativos a administracio do produto quimico em estudo;

— fundamentacdo da escolha da via de administragdo e sua duragio;

— métodos para verificar se ofs) produto(s) quimico(s) em estudo atingiu(ram) a circulacdo geral ou a medula
Ossea;

— dose real (mg/kg de peso corporal/dia), calculada a partir da concentragio do produto quimico nos alimentos ou
na dgua de beber (ppm) e do consumo, se aplicével;

— pormenores relativos a qualidade dos alimentos e da dgua;

— método de eutandsia;

— método analgésico (se utilizado);

— descricdo detalhada dos calenddrios de tratamento e amostragem e justificacio das escolhas feitas;
— métodos de preparagio das laminas;

— métodos de medi¢do da toxicidade;

— identidade do agente fixador da metafase, sua concentragdo, dose e tempo de administragdo antes da colheita
das amostras;

— procedimentos para o isolamento e a conservagdo das amostras;

— critérios de contabilizagio das aberragdes;
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— ntimero de células em metdfase analisadas por animal e nimero de células analisadas para a determinagdo do
indice mitdtico;

— critérios de aceitabilidade do estudo;

— critérios definidos para que o estudo seja considerado positivo, negativo ou inconclusivo;
Resultados:

— condi¢do do animal antes e durante o periodo de ensaio, incluindo sinais de toxicidade;
— indice mitdtico, discriminado para cada animal;

— tipo e niimero de aberragdes e de células aberrantes, discriminados para cada animal,

— namero total de aberra¢des em cada grupo, com as respetivas médias e desvios-padrio;
— ntimero de células aberrantes em cada grupo, com as respetivas médias e desvios-padrio;

— alteragdes da ploidia, quando observadas, incluindo as frequéncias de poliploidia efou de células endorredu-
plicadas;

— relagdo dose-resposta, quando possivel de determinar;
— andlises estatisticas e respetivos métodos;
— dados que comprovem a exposi¢do da medula 6ssea;

— dados relativos aos controlos negativo e positivo realizados em paralelo com o ensaio, com as respetivas gamas,
valores médios e desvios-padrio;

— dados histéricos relativos aos controlos negativo e positivo, indicando intervalos, médias e desvios-padrdo e
limites de controlo de 95 % para a distribuicdo, bem como o perfodo abrangido e o niimero de observacdes;

— critérios cumpridos para uma resposta positiva ou negativa.
Discussdo dos resultados.
Conclusdo.
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Apéndice 1

DEFINICOES

Aneuploidia: desvio do niimero diploide (ou haploide) normal de cromossomas, cifrando-se a diferenca em um ou
mais cromossomas mas ndo em mdltiplos de séries completas de cromossomas (cf. poliploidia).

Centrémero: regido ou regides de um cromossoma a que estdo associadas fibras fusiformes durante a divisdo
celular, permitindo o movimento ordeiro dos cromossomas para os polos da célula.

Produto quimico: substancia ou mistura.

Aberracio cromatidica: lesdo estrutural de um cromossoma, expressa pela rutura de cromatideos em isolado ou
pela rutura de cromatideos seguida da sua unido.

Aberracio cromossémica: lesio estrutural de um cromossoma, expressa pela rutura de ambos os cromatideos no
mesmo local ou pela sua rutura seguida de unido.

Endorreduplicagio: processo mediante o qual, apés um periodo S de replicacio do ADN, o nicleo ndo sofre
mitose mas inicia um novo periodo S. O resultado sdo cromossomas com cromatideos em niimero de 4, 8, 16, etc.

Lacuna: lesio acromadtica de extensio inferior a largura de um cromatideo e com desalinhamento minimo dos
cromatideos.

Indice mitético: relacio entre o niimero de células em mitose e o niimero total de células de uma populacio, que
constitui uma medida do estado de proliferagdo dessa populagio celular.

Aberragio numérica: alteragdo do niimero de cromossomas, relativamente ao nimero de cromossomas caracte-
ristico dos animais utilizados (aneuploidia).

Poliploidia: aberracio cromossémica numérica que implica uma alteracio no nimero de cromossomas no seu
conjunto — por oposi¢do a uma alteragdo numérica numa parte do conjunto dos cromossomas (cf. aneuploidia).

Aberracio cromossomdtica estrutural: alteracio da estrutura dos cromossomas detetdvel por exame
microscopico das células em metafase, na forma de supressdes e fragmentos e de alteragdes num cromatideo ou
entre cromatideos.

Produto quimico em estudo: qualquer substincia ou mistura a qual se aplique o presente método de ensaio.
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Apéndice 2

CONCECAO MULTIFATORIAL PARA IDENTIFICAR DIFERENCAS ENTRE SEXOS NO ENSAIO DE
ABERRACOES CROMOSSOMICAS IN VIVO

Concecio multifatorial e sua andlise

Este ensaio utiliza, no minimo, 5 machos e 5 fémeas para cada concentragio, totalizando, no minimo, 40 animais
(20 machos e 20 fémeas, além dos controlos positivos pertinentes).

O ensaio, que constitui uma das concegdes multifatoriais mais simples, equivale a uma andlise de varidncia
bidirecional, em que o sexo e a concentragdo sdo os principais efeitos. Os dados podem ser analisadas por vérios
pacotes de software estatistico normalizados, como SPSS, SAS, STATA e Genstat, bem como por recurso ao
parametro R.

A andlise discrimina, no conjunto de dados, a variabilidade entre os sexos, a variabilidade entre as concentra¢des e
a variabilidade relativa a interacdo entre os sexos e as concentragdes. Cada um dos termos é testado em func¢do da
variabilidade entre os animais replicados nos grupos do mesmo sexo, para a mesma concentracdo. Em muitos
manuais de estatistica normalizados (ver referéncias) e na fungdo «ajuda» que acompanha os pacotes estatisticos,
estdo disponiveis dados pormenorizados sobre a metodologia em causa.

A andlise consiste em confrontar o termo da interagio sexo-concentra¢io no quadro ANOVA (). Na auséncia de
um termo de interacdo significativo, os valores combinados entre os sexos ou entre as concentra¢des proporcionam
provas estatisticas vélidas entre as concentragdes, com base nas que sdo agrupadas no termo de variabilidade dos
grupos ANOVA.

A andlise prossegue repartindo a estimativa da variabilidade entre as concentragdes por contrastes, o que
proporciona uma melhor abordagem dos contrastes lineares e quadraticos das respostas as concentragdes. Quando
existe uma interagdo significativa sexo-concentracgio, este termo pode igualmente ser cindido em contraste de
interagdo linear em fungdo do sexo e em contraste de interacdo quadrdtica em fungdo do sexo. Ambos os termos
em causa permitem definir se as respostas as concentragdes sio paralelas para ambos os sexos ou se existe uma
resposta diferencial entre eles.

A estimativa do agrupamento no contexto da variabilidade do grupo pode ser utilizada como teste par-a-par da
diferenca entre as médias. As comparagdes podem ser efetuadas entre as médias para ambos os sexos e as médias
para a concentracdo diferente, bem como entre as concentragdes do controlo negativo. Casos exista uma interagdo
significativa, podem efetuar-se comparagOes entre as médias de vérias concentragdes, com um SO sexo, ou entre as
médias dos sexos para a mesma concentragio.

REFERENCIAS

Hé muitos manuais de estatistica que abordam a teoria, a conce¢do, a metodologia, a andlise e a interpretagio de
abordagens fatoriais, desde a forma mais simples (bifatorial) as formas mais complexas utilizadas na metodologia de
ensaio. Apresenta-se a seguir uma lista ndo exaustiva. Algumas publica¢des fornecem exemplos concretos de
abordagens compardveis, incluindo, por vezes, o cddigo para efetuar as andlises por recurso a vérios pacotes de
software.
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5) Na parte B, o capitulo B.12 ¢ substituido pelo seguinte texto:

«B.12 Ensaio de microniicleos em eritrdcitos de mamiferos

INTRODUCAO

Este método de ensaio é equivalente ao Test Guideline 474 (2016) da OCDE. Faz parte de uma série de métodos de
ensaio sobre toxicologia genética. Estd disponivel um documento da OCDE que fornece informagdes sucintas sobre
ensaios de toxicologia genética e resume as alteragdes recentemente efetuadas as orientagdes da OCDE nesse
dominio (1).

O ensaio in vivo de micronicleos em células de mamiferos é particularmente importante para a avaliagdo da genoto-
xicidade, visto que, embora possam variar de espécie para espécie, os fatores do metabolismo in vivo, a farmacoci-
nética e os processos de reparacdo do ADN estdo ativos e contribuem para as respostas. Os ensaios in vivo s3o
igualmente dteis para investigagdo suplementar de genotoxicidade detetada in vitro.

O ensaio in vivo de microniicleos em células de mamiferos é utilizado na detecio de danos induzidos pelo produto
quimico em estudo nos cromossomas ou no aparelho mitético dos eritroblastos, através da avaliagdo da formacio
de microntcleos em eritrécitos colhidos na medula dssea ou provenientes de células de sangue periférico de
animais, geralmente roedores.

O objetivo do ensaio de micronticleos ¢ identificar produtos quimicos que causem danos citogenéticos indutores da
formacdo de micronticleos que contenham cromossomas inteiros ou fragmentos de cromossoma retardatarios.

Quando um eritroblasto de medula dssea evolui para um eritrécito imaturo (também designado por «eritrdcito
policromdtico» ou «reticuldcito»), o nicleo principal é expulso, mas os microniicleos eventualmente ji formados
podem permanecer no citoplasma. A visualizacdo ou dete¢do dos micronicleos nestas células é facilitada pela
auséncia de nicleo principal. Um aumento da frequéncia de eritrécitos imaturos micronucleados nos animais
expostos ao produto quimico em estudo constitui uma indicacdo de aberragdes cromossémicas estruturais, ou
numéricas, induzidas.

Identificam-se e quantificam-se os eritrécitos micronucleados recém-formados por coloracio, seguida de contagem
visual ao microscopio ou andlise automdtica. O recurso a meios de contagem automdtica facilita grandemente
a contagem de um ndmero suficiente de eritrdcitos imaturos no sangue periférico ou na medula 6ssea de animais
adultos. O recurso a meios automdticos constitui uma alternativa aceitdvel a avaliagdo ndo-automdtica (2). Os
estudos comparativos realizados revelaram que os métodos automadticos, associados a utilizacdo de padrdes de
calibracio adequados, podem proporcionar melhores sensibilidade, reprodutibilidade interlaboratorial e reprodutibi-
lidade intralaboratorial do que a contagem ndo-automadtica ao microscopio (3) (4). Entre os sistemas automadticos
que podem medir frequéncias de eritrécitos micronucleados contam-se os citémetros de fluxo (5), analisadores de
imagem (6) (7) e citometros de varrimento por laser (8).

Embora isso ndo faga normalmente parte do ensaio, vdrios critérios permitem distinguir entre fragmentos de
cromossoma e cromossomas inteiros. E o caso da identificacio da presenca ou auséncia de cinetécoro ou de ADN
centromérico, ambos caracteristicos dos cromossomas intactos. A auséncia de cinetécoro ou de ADN centromérico
indica que o micronticleo contém apenas fragmentos de cromossomas; a presenca de algum deles indica perda
cromossomica.

O apéndice 1 estabelece definicdes da terminologia utilizada.
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CONSIDERACOES INICIAIS

Uma vez que os eritrécitos sdo produzidos na medula dssea, o tecido-alvo dos danos genéticos avaliados neste
ensaio é medula dssea de roedores adultos jovens. Desde que se apresentem razdes cientificas para isso, pode
igualmente realizar-se a contagem de micronticleos em eritrécitos imaturos de sangue periférico de outras espécies
de mamiferos, cuja sensibilidade na detecio de produtos quimicos causadores de aberragdes cromossomicas
estruturais ou numéricas tenha sido demonstrado ser adequada (por indugdo de microniicleos em eritrdcitos
imaturos). A frequéncia dos eritrécitos imaturos micronucleados é o pardmetro principal. Se os animais forem
expostos ao produto quimico em estudo de forma continua durante um periodo superior ao tempo de vida dos
eritrocitos da espécie em causa (por exemplo, no caso do rato, quatro ou mais semanas), a frequéncia de eritrocitos
maduros micronucleados no sangue periférico pode igualmente utilizar-se como pardmetro em espécies sem grande
selegdo esplénica contra células micronucleadas.

Se houver provas de que nem o produto ou os produtos quimicos em estudo nem nenhum dos seus metabolitos
entram em contacto com o tecido-alvo, o presente ensaio pode ndo ser adequado.

Antes da aplicagdo deste método de ensaio a uma mistura para obter dados relacionados com exigéncias
normativas, importa ponderar se — e, em caso afirmativo, por que motivo — o método pode fornecer resultados
adequados para o efeito. Essa ponderagdo ndo é necessdria se exigéncias normativas impuserem o ensaio da mistura
em causa.

PRINCIPIO DO METODO DE ENSAIO

Expdem-se os animais ao produto quimico em estudo, por uma via adequada. Se for utilizada medula dssea,
eutanasiam-se os animais transcorrido(s) o(s) periodo(s) adequado(s) apds a exposicdo e extrai-se-lhes medula; em
seguida, realizam-se as preparacdes e procede-se a sua coloracdo (9) (10) (11) (12) (13) (14) (15). Se for utilizado
sangue periférico, colhe-se o sangue uma vez transcorrido(s) o(s) periodo(s) adequado(s) apds a exposicdo; em
seguida, realizam-se as preparagdes e procede-se a sua coloragdo (12) (16) (17) (18). Se a administragdo do produto
quimico for répida, é importante colher o sangue ou a medula 6ssea depois de transcorrido um periodo suficiente
para possibilitar a detecio de eritricitos imaturos com micronucleagio induzida pela exposicdo. Se forem colhidas
amostras de sangue periférico, é necessdrio que tenha passado um periodo suficiente para que os efeitos se
manifestem na circulagdo sanguinea. Pesquisam-se os microndcleos nas preparagdes por exame ao microscopio,
andlise de imagem, citometria de fluxo ou citometria de varrimento por laser.

VERIFICACAO DA COMPETENCIA TECNICA DO LABORATORIO

Determinacio da competéncia técnica

A fim de comprovar que possui experiéncia suficiente na realizacdo do ensaio antes de passar a utilizar este método
em ensaios de rotina, o laboratério deve ter-se demonstrado capaz de reproduzir os resultados de frequéncia de
microntiicleos decorrentes dos dados publicados (por exemplo: (17) (19) (20) (21) (22)) com, pelo menos, dois
produtos quimicos de controlo positivo (incluindo respostas fracas induzidas por doses baixas desses produtos
quimicos), nomeadamente os constantes do quadro 1, e com amostras de controlo do excipiente/do solvente
compativeis (ver o ponto 26). Estas experiéncias devem utilizar doses que originem aumentos reprodutiveis e
dependentes da dose e devem demonstrar a sensibilidade e a gama dindmica do sistema de ensaio no tecido em
causa (medula dssea ou sangue periférico), recorrendo ao método de contagem a utilizar no laboratério. Este
requisito ndo ¢ aplicdvel a laboratérios com experiéncia, isto é, que disponham de uma base de dados histéricos,
como se refere nos pontos 14 a 18.

Dados histéricos de controlo
No decurso da determinac¢do da competéncia técnica, o laboratério deve estabelecer:
— um historial da gama e da distribuicdo dos controlos positivos;

— um historial da gama e da distribui¢do dos controlos negativos.
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Ao obter os primeiros dados para um historial de distribuicdo dos controlos negativos, os controlos negativos
realizados em paralelo devem ser coerentes com os dados de controlo publicados, caso existam. A medida que se
forem adicionando mais dados experimentais ao historial de distribui¢do dos controlos, os controlos negativos
realizados em paralelo devem, idealmente, situar-se dentro dos limites de 95 % dos controlos daquela distribuico.
A base de dados histéricos de controlo negativo do laboratério deve ter a solidez estatistica necessaria para que
o laboratério possa avaliar a distribui¢do dos seus dados de controlo negativo. A bibliografia indica que podem ser
necessdrias, no minimo, 10 experiéncias, embora, de preferéncia, devam ser realizadas, pelo menos, 20 experiéncias
em condi¢des experimentais compardveis. Os laboratérios devem utilizar métodos de controlo de qualidade, como
graficos de controlo (por exemplo: grificos C ou graficos de barras (23)), para identificar a varjabilidade dos seus
dados e demonstrar que o laboratério domina a metodologia. Encontram-se na bibliografia (24) outras recomen-
dagdes sobre a forma de obter e utilizar dados histéricos (critérios de inclusdo e exclusio de dados em séries
histéricas e critérios de aceitagdo das experiéncias realizadas).

Se o laboratério ndo realizar um niimero suficiente de experiéncias para estabelecer uma distribuicdo estatisti-
camente solida dos controlos negativos (ver o ponto 15) durante a determinacio da competéncia técnica
(ponto 13), é aceitdvel que a distribuicio possa ser completada nos primeiros ensaios de rotina. Este procedimento
deve seguir as recomendagBes enunciadas na bibliografia (24); os resultados de controlo negativo obtidos nas
referidas experiéncias devem ser coerentes com os dados de controlo negativo publicados.

As eventuais altera¢des ao protocolo experimental devem ser ponderadas em fun¢do da manutengdo da coeréncia
dos dados delas resultantes com a base de dados histéricos de controlo do laboratério. Apenas grandes incoeréncias
justificam a constituicio de uma nova base de dados histéricos de controlo, caso um parecer de perito considere
que a nova distribuicdo diferird da anterior (ver o ponto 15). Durante a constituicio da nova base, pode ndo ser
necessrio dispor de uma base de dados de controlo negativo completa para realizar ensaios reais, desde que
o laboratério possa demonstrar que os valores de controlo negativo obtidos em paralelo sdo coerentes com a sua
base de dados anterior ou com os dados publicados correspondentes.

Os dados de controlo negativo devem ser constituidos pela incidéncia de eritrécitos imaturos micronucleados em
cada animal. Os controlos negativos realizados em paralelo devem, idealmente, situar-se dentro dos limites de 95 %
dos controlos da distribui¢do da base de dados histéricos de controlo negativo do laboratério. Caso se situem fora
desses limites, os dados de controlos negativos realizados em paralelo podem ser aceitdveis para inclusio no
historial de distribuicdo de controlos se nio forem valores aberrantes extremos, se o sistema de ensaio estiver
comprovadamente dominado (ver o ponto 15) e se ndo houver indicios de erro humano ou de deficiéncia técnica.

DESCRICAO DO METODO

Preparativos

Escolha da espécie animal

Devem ser utilizados animais adultos, jovens e saudéveis, das estirpes de laboratério mais comuns. Podem ser
utilizados ratos, ratazanas ou qualquer outra espécie de mamifero adequada. Caso se utilize sangue periférico, deve
comprovar-se que a eliminacdo, pelo baco, de células micronucleadas em circulagio ndo compromete a detegio de
microntcleos induzidos na espécie escolhida, o que foi claramente demonstrado em relagdo ao sangue periférico
dos ratos e ratazanas (2). Deve constar do relatério a justificagdo cientifica da utilizagdo de uma espécie que ndo
seja o rato ou a ratazana. Se forem utilizadas espécies que ndo sejam roedores, recomenda-se que a medigdo dos
microntcleos induzidos seja integrada noutro ensaio de toxicidade adequado.



28.4.2017 Jornal Oficial da Unido Europeia L 112/57

Condigdes de alojamento e de alimentagdo dos animais

No caso dos roedores, a temperatura do biotério deve ser de 22 °C (£ 3 °C). Idealmente, a humidade relativa deve
estar compreendida entre 50 % e 60 %, embora sejam aceitdveis valores compreendidos entre 40 %, no minimo, e
um valor maximo que, preferencialmente, ndo deve exceder 70 %, salvo durante os periodos de limpeza do biotério.
A iluminacio deve ser artificial, com uma alternincia de 12 horas de luz e 12 horas de escuriddo. Para
a alimentagdo, podem ser usadas dietas convencionais de laboratério, com acesso ilimitado a dgua potdvel. Quando
o produto quimico em estudo for administrado por via alimentar, a escolha da dieta pode ser condicionada pela
necessidade de assegurar uma incorporagio adequada. Os roedores devem ser alojados em pequenos grupos (nio
mais de cinco por gaiola) do mesmo sexo e grupo de exposi¢do — caso ndo se prevejam comportamentos
agressivos —, de preferéncia em gaiolas com pavimento continuo e enriquecimento ambiental adequado, embora
possam ser alojados individualmente se houver razdes cientificas que o justifiquem.

Preparagiio dos animais

Normalmente utilizam-se animais adultos, jovens e sauddveis (no caso dos roedores, idealmente com 6-10 semanas
no inicio da exposicdo, embora sejam aceitdveis animais ligeiramente mais velhos), que se distribuem aleatoriamente
pelos grupos de controlo e pelos grupos de exposi¢do. Identificam-se os animais de forma univoca, utilizando um
método que ndo cause sofrimento e seja 0 menos invasivo possivel (por exemplo: anilhas, marcagdes, microchips ou
identificagdo biométrica, mas ndo entalhe de orelhas nem amputacgido de falanges), e aclimatam-se as condi¢des do
laboratério durante, pelo menos, cinco dias. As gaiolas devem estar dispostas de forma a minimizar possiveis efeitos
derivados do seu posicionamento. Devem ser evitadas contaminagdes cruzadas pelo produto quimico de controlo
positivo e pelo produto quimico em estudo. No inicio do estudo, a diferenca de peso entre os animais deve ser
minima e ndo deve exceder + 20 % do peso médio de cada sexo.

Preparagdo das doses

Os produtos quimicos em estudo que se apresentem no estado sélido devem ser dissolvidos ou suspensos em
solventes ou excipientes adequados, ou misturados na dieta ou na dgua de beber, antes da administragio aos
animais. Os produtos quimicos em estudo que se apresentem no estado liquido podem ser administrados
diretamente ou ser diluidos antes da administra¢do. No caso de exposi¢des por inalacdo, os produtos quimicos em
estudo podem ser administrados sob a forma de gds, vapor ou aerossol sélidofliquido, em fun¢do das suas
propriedades fisico-quimicas. Devem ser utilizadas preparagdes frescas do produto quimico em estudo, a menos que
os dados de estabilidade demonstrem que o mesmo pode ser armazenado e definam as condigdes de armazenagem
adequadas.

Condicdes de realizacio do ensaio

Solvente/excipiente

O solvente/excipiente ndo deve produzir efeitos toxicos nas doses utilizadas nem reagir quimicamente com
o produto quimico em estudo. A eventual utilizacio de solventes/excipientes menos habituais deve ser
fundamentada por dados de referéncia que indiquem serem compativeis. Recomenda-se, sempre que possivel,
a utilizagdo prioritdria de solventes/excipientes aquosos. A dgua, o soro fisioldgico, uma solugdo de metilcelulose,
uma solugdo de sal de s6dio de carboximetilcelulose, o azeite € o 6leo de milho constituem exemplos de solventes|
[excipientes compativeis de utilizagdo comum. Na auséncia de dados de controlo, histéricos ou publicados, demons-
trativos de que o solvente/excipiente inabitual eventualmente escolhido ndo induz a formagio de micronticleos nem
outros efeitos deletérios, deve realizar-se um ensaio preliminar que permita tirar conclusdes sobre a aceitabilidade
do controlo do solvente/excipiente utilizado.
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Controlos

Controlos positivos

Como regra geral, deve incluir-se em cada ensaio um grupo de animais expostos a um produto quimico de controlo
positivo. Este principio pode ndo ser seguido caso o laboratério de ensaio se tenha demonstrado competente na
realizacdo do ensaio e tenha estabelecido um gama histérica de controlo positivo. Se ndo se incluir um grupo de
controlo positivo paralelo, cada ensaio deve compreender controlos de contagem (ldminas fixadas e ndo-coradas ou
amostras de suspensdes celulares, conforme o método de contagem utilizado). Para o efeito, podem incluir-se na
contagem realizada no estudo amostras de referéncia adequadas, provenientes de experiéncias de controlo positivo
efetuadas separadamente a intervalos regulares (por exemplo todos os 6 a 18 meses) e armazenadas em seguida —
por exemplo obtidas nos ensaios de demonstragio de competéncia técnica e, subsequentemente, com a regularidade
necessdria.

Os produtos quimicos de controlo positivo devem gerar, com fiabilidade, um aumento detetével da frequéncia de
formacgdo de micronicleos, em relacio ao nivel de ocorréncia espontineo. Quando se recorre a microscopia para
efetuar uma contagem nio-automdtica, a dose de controlo positivo a administrar deve ser escolhida de modo
a evidenciar efeitos claros, mas ndo imediatamente reveladores da identidade das amostras codificadas a pessoa que
efetua as contagens. E aceitdvel administrar o controlo positivo por via diferente da utilizada para o produto
quimico em estudo, seguir um programa de exposi¢do diferente e colher amostras uma tnica vez. Quando se
justifique, pode ainda ponderar-se a utilizagdo de produtos quimicos de controlo positivo da mesma classe quimica.
O quadro 1 apresenta exemplos de produtos quimicos de controlo positivo.

Quadro 1

Exemplos de produtos quimicos de controlo positivo.

Produto quimico e n.° de registo CAS

Metanossulfonato de etilo [62-50-0]

Metanossulfonato de metilo [66-27-3]

Etilnitrosoureia [759-73-9]

Mitomicina C [50-07-7]

Ciclofosfamida (mono-hidratada) [50-18-0 (6055-19-2)]

Trietilenomelamina [51-18-3]

Colquicina [64-86-8] ou vimblastina [865-21-4] — como aneugénios

Controlos negativos

A todos os tempos de colheita de amostras deve estar associado um grupo de animais de controlo negativo,
tratados da mesma forma que os animais dos grupos expostos, exceto ndo serem expostos ao produto quimico em
estudo. Se for utilizado um solvente/excipiente para administrar o produto quimico em estudo, o grupo de controlo
deve recebé-lo também. No entanto, se os dados histéricos de controlo negativo do laboratério de ensaio
demonstrarem, para cada tempo de colheita de amostras, coeréncia na variabilidade entre animais e na frequéncia
de células com micronticleos, pode ser suficiente uma tinica amostragem de controlo negativo. Em caso de recurso
a uma Unica amostragem de controlo negativo, esta deve corresponder ao primeiro tempo de colheita de amostras
utilizado no estudo.
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Se for utilizado sangue periférico e o estudo for de curta duracdo, uma amostra colhida antes da exposicdo pode
fazer as vezes de amostra de controlo negativo ensaiada em paralelo, desde que os dados dai resultantes sejam
coerentes com a base de dados histéricos de controlo do laboratério de ensaio. Foi demonstrado na ratazana que
a colheita de pequenos volumes (por exemplo menos de 100 pl/dia) de amostras antes da exposigdo tem incidéncia
minima na frequéncia de fundo da formagdo de microndcleos (25)

PROTOCOLO DE ENSAIO

Niimero e sexo dos animais

Em geral, a resposta dos animais, em termos de formacdo de micronticleos em machos e fémeas, é semelhante, pelo
que a maioria dos estudos pode ser realizada em qualquer dos sexos (26). Dados reveladores de diferengas signifi-
cativas entre machos e fémeas (por exemplo: diferencas de toxicidade sistémica, de metabolismo, de biodisponibi-
lidade, de toxicidade para a medula Gssea etc., designadamente em estudos exploratérios de gamas de dosagem)
aconselham a utilizagdo de ambos os sexos. Neste caso, pode justificar-se o estudo em ambos os sexos: por exemplo
no contexto de um estudo de toxicidade com repeticdo da dose. Caso se utilizem animais de ambos os sexos, pode
justificar-se o recurso ao modelo fatorial. O apéndice 2 explica como analisar os dados por recurso a este modelo.

A dimensdo dos grupos no inicio do estudo deve permitir dispor de um minimo de 5 animais analisdveis do
mesmmo sexo por grupo ou, se forem utilizados ambos os sexos, de um minimo de 5 animais analisdveis de cada
sexo por grupo. Nos casos em que a exposicdo humana ao produto quimico possa ser especifica de um dos sexos,
como acontece com alguns produtos farmacéuticos, o ensaio deve ser executado com animais do sexo em causa.
A titulo de orientacdo, o nimero mdximo de animais necessdrio num estudo em medula éssea realizado de acordo
com os pardmetros estabelecidos no ponto 37, com trés grupos de dosagem e, em paralelo, um grupo de controlo
negativo e um grupo de controlo positivo (cada um deles constituido por cinco animais do mesmo sexo), serd
normalmente de 25 a 35.

Niveis de dosagem

Se, por ndo estarem disponiveis dados que possam servir de orientacio na escolha das doses, se realizar
previamente um estudo exploratério da gama de dosagens a administrar, este deve ter lugar no mesmo laboratério,
utilizando a mesma espécie, a mesma estirpe, 0 mesmo sexo e¢ o mesmo regime de exposi¢do previstos para
o estudo principal (27). Este estudo deve procurar identificar a dose maxima tolerdvel (DMT), definida como a dose
mais elevada que serd tolerada sem gerar sinais de toxicidade limitativos do estudo, atendendo a duragdo do mesmo
(por exemplo: que induza quebras do peso corporal ou citotoxicidade no sistema hematopoiético, mas que nio
cause morte nem sinais de dor, sofrimento ou tensdo que obriguem a eutanasiar os animais (28)).

A dose médxima pode igualmente ser definida como a dose que gera toxicidade na medula dssea (por exemplo:
redugdo de mais de 50 % da proporgio de eritrdcitos imaturos no total de eritrécitos da medula dssea ou do sangue
periférico, mas sem que essa propor¢do se reduza a menos de 20 % do valor correspondente ao grupo de controlo).
Todavia, quando se analisam células com reagdo positiva a CD71 na circulagdo sanguinea periférica (por citometria
de fluxo), esta fragdo de eritrdcitos imaturos muito jovens responde a agdes tdxicas mais rapidamente do que
o grupo, mais numeroso, de eritrdcitos imaturos com reagdo positiva ao ARN. Por conseguinte, nas experiéncias
que, ap6s exposicdo aguda, examinem a fragdo de eritrécitos imaturos com reagdo positiva a CD71, a toxicidade
pode parecer superior a revelada em experiéncias que identifiquem os eritrécitos imaturos com base no teor de
ARN. Por este motivo, nas experiéncias que prevejam cinco ou menos dias de exposicdo, pode definir-se o nivel
méximo de dosagem de um produto quimico téxico como a dose que provoca uma redugio com significancia
estatistica da proporgdo de eritrécitos imaturos com reagdo positiva a CD71 no total de eritrécitos, mas sem que
essa proporgdo se reduza a menos de 5 % do valor correspondente ao grupo de controlo (29).

Os produtos quimicos cujas propriedades toxicocinéticas atinjam a saturagdo ou que induzam processos de desinto-
xicagdo passiveis de se traduzirem numa diminui¢do da exposi¢do ap6s administragdo prolongada podem constituir
exce¢do aos critérios de fixacdo das doses, devendo ser avaliados caso a caso.
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Um estudo completo que vise obter informagdo sobre a resposta as doses deve incluir um grupo de controlo
negativo e, no minimo, trés niveis de dosagem, espagados por um fator que, em geral, é 2 e ndo pode ser superior
a 4. Se o produto quimico em estudo ndo gerar toxicidade num estudo exploratério da gama de dosagens ou os
dados disponiveis o comprovarem, a dose mais elevada deve ser de 1 000 mg/kg de peso corporal/dia, para
periodos de administra¢io de 14 ou mais dias, ou de 2 000 mg/kg de peso corporal/dia, para periodos de adminis-
tragdo de menos de 14 dias. Se o produto quimico em estudo gerar toxicidade, a dose médxima administrada deve
ser a DMT e as doses utilizadas devem, de preferéncia, abranger uma gama compreendida entre a dose maxima e
uma dose de toxicidade baixa ou nula. Caso se observe toxicidade no tecido-alvo (medula éssea) a todas as doses
ensaiadas, recomenda-se a realizacio de um estudo complementar com doses ndo-toxicas. Os estudos destinados
a obter informacdes quantitativas dose-resposta mais precisas podem necessitar de mais grupos de dosagem. Os
limites indicados podem variar no caso do estudo de certos tipos de produtos quimicos (por exemplo
medicamentos para uso humano) abrangidos por exigéncias especificas.

Ensaio do limite

Se os estudos exploratérios da gama de dosagens ou dados existentes relativos a estirpes animais afins indicarem
que um regime de exposi¢do, pelo menos, a dose-limite (abaixo indicada) ndo gera efeitos tdxicos observaveis
(nomeadamente inibi¢do de proliferagdo na medula dssea ou outros sinais de citotoxicidade no tecido-alvo) e, com
base em estudos de genotoxicidade in vitro ou em dados referentes a produtos quimicos estruturalmente afins, ndo
for de prever a ocorréncia de genotoxicidade, pode ndo ser necessirio um estudo completo com trés niveis de
dosagem, desde que tenha sido demonstrado que o(s) produto(s) quimico(s) em estudo atinge(m) o tecido-alvo
(medula Ossea). Nesses casos, pode ser suficiente um nivel de dosagem tnico, correspondente a dose-limite. Se
a administragdo se prolongar por 14 dias ou mais, a dose-limite é de 1 000 mg/kg de peso corporal/dia. Se
o periodo de administracdo for inferior a 14 dias, a dose-limite é de 2 000 mg/kg de peso corporal/dia.

Administragio das doses

Na concegdo do ensaio, deve ter-se em conta a via prevista de exposicido humana. Por conseguinte, desde que
devidamente justificadas, podem escolher-se vias de exposi¢do como a alimentagdo, a dgua de beber, as vias tdpica,
subcutinea ou intravenosa, a via oral (por sonda gdstrica), a via inalatéria ou a via intratraqueal, ou O recurso
a implantes. A via escolhida deve garantir a exposi¢do adequada do(s) tecido(s)-alvo. A injegdo intraperitoneal ndo &,
em geral, recomendada, uma vez que nio se trata de uma via previsivel de exposi¢do humana, s6 devendo utilizar-
-se com justificagdo cientifica especifica. Se o produto quimico em estudo for misturado nos alimentos ou na dgua
de beber, especialmente no caso de uma dose dnica, deve ter-se o cuidado de prever, entre o consumo dos
alimentos e da dgua e a colheita de amostras, um intervalo suficiente para permitir a dete¢do dos efeitos (ver
o ponto 37). O volume mdximo de liquido que se pode administrar de cada vez por sonda géstrica ou injecdo
depende do tamanho do animal, ndo devendo normalmente exceder 1 ml/100 g de peso corporal; excetuam-se as
solugdes aquosas, que podem ser administradas na proporgdo de 2 ml/100 g de peso corporal. A utilizagio de
volumes superiores carece de justificacio. Exceto no caso de produtos quimicos irritantes ou corrosivos, que
normalmente produziriam efeitos exacerbados a concentra¢des superiores, a variabilidade do volume de ensaio deve
ser minimizada ajustando a concentracio, de modo a garantir a administragio de um volume constante relati-
vamente a massa corporal, a todos os niveis de dosagem.

Programa de exposi¢io

De preferéncia, realizam-se duas ou mais exposi¢des, intervaladas de 24 horas, sobretudo quando o ensaio se
integra noutros estudos de toxicidade. Em alternativa, caso haja razdes cientificas para isso (por exemplo no caso
dos produtos quimicos que reconhecidamente bloqueiam o ciclo celular), pode efetuar-se uma exposicio tinica. Para
facilitar a administra¢io de grandes volumes, os produtos quimicos em estudo também podem ser administrados
sob a forma de uma dose dividida (ou seja, duas ou mais exposi¢des no mesmo dia, separadas por ndo mais de 2
a 3 horas). Nesses casos, ou no caso da administracio do produto quimico em estudo por inalagdo, a colheita das
amostras deve ser programada em fun¢io do momento da tltima administracdo ou do termo da exposicio.
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O ensaio pode ser realizado em ratos ou ratazanas de um dos seguintes modos:

a. Expdem-se uma Gnica vez os animais ao produto quimico em estudo. Colhem-se amostras de medula dssea pelo
menos duas vezes (em grupos de animais independentes), a primeira das quais pelo menos 24 horas, mas nio
mais de 48 horas, ap6s a exposicdo, respeitando um intervalo adequado (ou intervalos adequados) entre as
colheitas, a menos que o produto quimico em estudo tenha reconhecidamente uma meia-vida excecionalmente
longa. Uma eventual colheita de amostras menos de 24 horas apds a exposicdo carece de justificagdo. Colhem-se
amostras de sangue periférico pelo menos duas vezes (no mesmo grupo de animais), a primeira das quais pelo
menos 36 horas, mas ndo mais de 72 horas, apds a exposicdo, respeitando um intervalo adequado (ou intervalos
adequados) entre as colheitas. A primeira colheita de amostras para andlise deve abranger todos os grupos de
dosagem; contudo, as colheitas posteriores de amostras s6 tém de incidir na dosagem mais elevada. Quando se
detetar uma resposta positiva numa determinada colheita, ndo serd preciso voltar a efetuar colheitas de amostras,
a menos que seja necessario obter informagdes quantitativas dose-resposta. Os tempos, acima referidos,
a respeitar até as colheitas de amostras decorrem da cinética de aparecimento e desaparecimento dos
micronticleos nos dois tipos de tecidos.

b. Caso se realizem duas exposi¢des em dias sucessivos (por exemplo duas exposicdes intervaladas de 24 horas),
devem ser colhidas amostras, uma vez, 18 a 24 horas apds a exposi¢do final, no caso da medula 6ssea, ou, uma
vez, 36 a 48 horas apds a exposicdo final, no caso do sangue periférico (30). Estes tempos a respeitar até as
colheitas de amostras decorrem da cinética de aparecimento e desaparecimento dos microniicleos nestes dois
tipos de tecidos.

c. Caso se realizem trés ou mais exposicOes em dias sucessivos (por exemplo trés ou mais exposi¢des intervaladas
de aproximadamente 24 horas), as amostras devem ser colhidas nio mais de 24 horas apds a dltima exposigio,
no caso da medula dssea, e ndo mais de 40 horas apds a dltima exposigdo, no caso do sangue periférico (31).
Esta programacio de exposi¢do permite combinar o ensaio dos cometas (colheita das amostras 2 a 6 horas apds
a ultima exposicdo, por exemplo) com o ensaio dos microndcleos e integrar este dltimo em estudos de
toxicidade com repeti¢do da dose. Segundo os dados disponiveis, apds 3 ou mais administra¢des é observével
indugdo da formagdo de micronticleos nestes periodos mais amplos (15).

Se necessdrio e cientificamente justificado, e para facilitar a combinacdo com outros ensaios de toxicidade, podem
ser adotados outros regimes de dosagem ou de colheita de amostras.

Exames

Os animais em estudo devem ser sujeitos a exames clinicos gerais, registando-se os sinais clinicos detetados, pelo
menos uma vez por dia, de preferéncia a(s) mesma(s) hora(s) todos os dias e tendo em consideragio o periodo de
pico dos efeitos previstos apds a exposi¢do. Pelo menos duas vezes por dia, durante o periodo de exposicio,
verificam-se os casos de morbidez ou mortalidade no conjunto dos animais. Todos os animais devem ser pesados
no inicio do estudo, pelo menos uma vez por semana (em estudos com repeticio da dose) e quando forem
eutanasiados. Nos estudos que se prolonguem por uma semana ou mais, o consumo de alimentos deve ser medido,
pelo menos, uma vez por semana. Se o produto quimico em estudo for administrado através da dgua de beber,
o consumo desta deve ser medido a cada mudanca de dgua e, pelo menos, uma vez por semana. Os animais com
indicadores ndo-letais de toxicidade excessiva devem ser eutanasiados antes do termo do periodo de ensaio (28). Em
determinados casos, pode monitorizar-se a temperatura corporal dos animais, dado que estados de hipertermia ou
de hipotermia induzidos pela exposi¢do ao produto quimico em estudo podem falsear os resultados (32) (33) (34).

Exposicio dos tecidos-alvo

Sempre que isso se justifique e nos casos em que ndo haja outros dados de exposicio (ver o ponto 48), deve colher-
-se uma amostra de sangue num ou mais momentos oportunos, para se poderem determinar os niveis dos produtos
quimicos em estudo no plasma e assim comprovar que ocorreu exposi¢do da medula dssea.
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Preparacio da medula 6ssea/do sangue

As células da medula 6ssea sio normalmente colhidas nos fémures ou nas tibias dos animais imediatamente apds
a eutandsia. Geralmente, colhem-se, preparam-se e coram-se as células por métodos bem definidos. Para se obterem
pequenos volumes de sangue periférico respeitando as normas aplicdveis de bem-estar animal, pode recorrer-se
a um método que permita a sobrevivéncia do animal, como a colheita na veia caudal ou noutro vaso sanguineo
adequado, ou optar-se por realizar a colheita num vaso principal ou por pungdo cardiaca, depois de eutanasiar
o animal. Tanto no caso dos eritrdcitos provenientes de medula dssea como no caso dos eritrécitos provenientes de
sangue periférico, e conforme o método de andlise utilizado, pode efetuar-se imediatamente uma coloragio
supravital das células (16) (17) (18), proceder-se a preparagio de esfregacos das mesmas, que sio em seguida
corados para andlise microscopica, ou optar-se por fixar e corar as células de modo adequado a uma andlise por
citometria de fluxo. A utilizagdo de um corante especifico do ADN — por exemplo: laranja de acridina (35) ou uma
combinagio do corante 33258 da Hoechst e de pironina-Y (36) — pode eliminar alguns erros associados a
utilizagdo de corantes inespecificos do ADN. Esta vantagem ndo exclui a utilizagdo de corantes convencionais (por
exemplo o Giemsa para andlise microscépica). Podem igualmente ser utilizados outros sistemas — por exemplo
colunas de celulose para remogdo das células nucleadas (37) (38) —, desde que comprovadamente compativeis com
a preparagdo laboratorial das amostras.

Caso sejam aplicdveis, podem ser utilizados anticorpos anticinetécoro (39), o método FISH com sondas de ADN
pancentromérico (40) ou a marcagdo in situ com iniciadores pancentroméricos especificos, em combinagdo com
uma coloracdo de contraste adequada do ADN (41), para identificar a natureza dos micronticleos (cromossomas
inteiros ou fragmentos de cromossomas), a fim de determinar se o mecanismo indutor da formagdo de
microntcleos resulta de atividade clastogénica efou aneugénica. Na diferenciagdo entre clastogénios e aneugénios,
podem ser utilizados outros métodos, cuja eficdcia tenha sido demonstrada.

Andlise (automdtica e ndo-automadtica)

Todas as laminas ou amostras a analisar, incluindo as dos grupos de controlo positivo e negativo, devem ser
codificadas individualmente e de forma aleatéria antes de qualquer andlise, para que a pessoa que efetua as
contagens ndo fique a par dos niveis de exposicdo. Essa codificagdo é desnecessiria quando se utilizam sistemas de
contagem automaticos, que ndo se baseiam num exame visual, influencidvel pelo operador. Determina-se
a proporcdo de eritrdcitos imaturos no total de eritrdcitos (imaturos + maturos) para cada animal através da
contagem de, pelo menos, 500 eritrdcitos, no caso da medula déssea, ou 2 000 eritrécitos, no caso do sangue
periférico (42). A incidéncia de eritrécitos imaturos micronucleados deve ser determinada examinando, pelo menos,
4 000 eritrocitos imaturos por animal (43). Se a base de dados histéricos de controlo negativo do laboratério
indicar que a frequéncia média de fundo de eritrécitos imaturos micronucleados ¢ inferior a 0,1 %, deve ponderar-
-se o exame de células adicionais. Nas amostras analisadas, a propor¢do de eritrdcitos imaturos no total de
eritrocitos, nos animais expostos, ndo deve ser inferior a 20 % da proporgido verificada no grupo de controlo do
excipiente/solvente, numa contagem ao microscopio, nem inferior a aproximadamente 5 % da proporc¢io verificada
no grupo de controlo do excipiente[solvente, numa contagem por métodos citométricos dos eritrécitos imaturos
com reagdo positiva a CD71 (ver o ponto 31) (29). Por exemplo, no caso de um ensaio de medula 4ssea com
contagem por microscopia, se a propor¢do de eritrdcitos imaturos na medula dssea do grupo de controlo for de
50 %, o limite superior de toxicidade serd de 10 % de eritrocitos imaturos.

Dado que o bago da ratazana retém e destréi os eritrécitos micronucleados, é preferivel restringir a andlise de
eritrocitos imaturos micronucleados a fragdo mais jovem, para garantir uma sensibilidade elevada ao analisar sangue
periférico desta espécie. Quando se recorre a métodos de andlise automaticos, é possivel identificar esses eritrocitos
mais imaturos com base no teor elevado de ARN dos mesmos ou no elevado nivel de recetores da transferina
(reagdo positiva a CD71) expressos a superficie dos ditos (31). Porém, a comparagio direta de varios métodos de
coloragdo revelou que podem ser obtidos resultados satisfatérios por diversos métodos, nomeadamente pela
coloragio cldssica com laranja de acridina (3) (4).
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DADOS E RELATORIOS

Tratamento dos resultados

Devem ser apresentados num quadro os dados relativos a cada animal. Devem ser indicados separadamente, para
cada animal examinado, o ntimero de eritrdcitos imaturos, o ntiimero de eritrécitos imaturos micronucleados e
a proporc¢do de eritrocitos imaturos no total de eritrdcitos. Se se tiverem exposto ratos ao produto quimico em
estudo continuamente durante quatro semanas ou mais, também devem ser indicados os dados eventualmente
obtidos relativamente ao ndmero e a propor¢io de eritrdcitos maturos micronucleados. Devem também ser
indicados dados relativos a toxicidade revelada nos animais e aos sinais clinicos neles evidenciados.

Critérios de aceitabilidade
Critérios para determinar a aceitabilidade do ensaio:

a. Os dados relativos ao grupo de controlo negativo ensaiado em paralelo sdo considerados aceitdveis para inclusdo
na base de dados histéricos de controlo do laboratério (ver os pontos 15 a 18);

b. Os grupos de controlo positivo ou de controlo de contagem ensaiados em paralelo induzem respostas
compativeis com as incluidas na base de dados histéricos de controlo positivo e geram um aumento com signifi-
cancia estatistica relativamente ao grupo de controlo negativo ensaiado em paralelo (ver os pontos 24 a 25);

c. Foi analisado um nimero adequado de doses e de células;

d. Os critérios de sele¢do da dose mais elevada sdo coerentes com os descritos nos pontos 30 a 33.

Avaliagio e interpretacio dos resultados

Se forem cumpridos todos os critérios de aceitabilidade, o produto quimico em estudo é considerado inequivo-
camente positivo se:

a. Pelo menos um dos grupos de exposi¢do apresentar aumento, com significAncia estatistica, da frequéncia de
eritrécitos imaturos micronucleados, em relagdo ao grupo de controlo negativo ensaiado em paralelo;

b. Esse aumento, avaliado por recurso a uma andlise de tendéncias adequada, for dependente da dose no periodo
correspondente a, pelo menos, um dos tempos de colheita de amostras; e

¢. Nenhum destes resultados estiver fora da distribuicio dos dados histéricos de controlo negativo (por exemplo
limites de 95 % dos controlos, com base numa distribui¢do de Poisson).

Se, ao se colherem amostras uma vez transcorrido um periodo determinado para o efeito, apenas se examinar
a dose mais elevada, o produto quimico em estudo ¢ considerado inequivocamente positivo caso se verifique
aumento, com significAncia estatistica, em relagdio ao grupo de controlo negativo ensaiado em paralelo e os
resultados correspondentes se situem fora da distribui¢do dos dados histdricos de controlo negativo (por exemplo:
limites de 95 % dos controlos, com base numa distribui¢do de Poisson). As referéncias bibliograficas (44) (45) (46)
(47) contém recomendagdes sobre os métodos estatisticos mais adequados. Quando se estuda a resposta a dosagem,
devem ser analisados, pelo menos, trés grupos expostos a doses diferentes do produto quimico em estudo.
A unidade experimental dos testes estatisticos deve ser o animal. Um resultado positivo no ensaio de microntcleos
indica que o produto quimico em estudo induz a formagdo de microniicleos, como resultado de danos provocados
nos cromossomas ou no aparelho mitético dos eritroblastos da espécie ensaiada. Caso se tenha realizado um ensaio
de detegdo de centrémeros em microntcleos, considerar-se-do aneugénicos os produtos quimicos que produzam
micronicleos com centrémeros (detecio de ADN centromérico ou de cinetécoro, indicativos de perda
cromossémica total).

Se forem cumpridos todos os critérios de aceitabilidade, o produto quimico em estudo é considerado inequivo-
camente negativo se, em todas as condigdes experimentais examinadas:

a. Nenhum dos grupos de exposicdo apresentar aumento, com significincia estatistica, da frequéncia de eritrécitos
imaturos micronucleados, em relagdo ao grupo de controlo negativo ensaiado em paralelo;



L112/64 Jornal Oficial da Unido Europeia 28.4.2017

b. Ndo se observar nenhum aumento dependente da dose, numa avaliago feita com base numa andlise de
tendéncias adequada, para nenhum tempo de amostragem;

c. Todos os resultados se situarem dentro da distribui¢do dos dados histéricos de controlo negativo (por exemplo:
limites de 95 % dos controlos, com base numa distribui¢do de Poisson); e

d. A medula 6ssea tiver sido exposta ao(s) produto(s) quimico(s) em estudo.

As referéncias bibliograficas (44) (45) (46) (47) contém recomendagdes sobre os métodos estatisticos mais
adequados. A exposi¢do da medula dssea ao produto quimico em estudo pode ser comprovada por uma redugio da
razdo entre os eritrocitos imaturos e os eritrocitos maturos ou por medi¢do dos niveis do produto quimico em
estudo no plasma ou no sangue. No caso da administracdo intravenosa, ndo sio necessdrias provas da exposicio.
Em alternativa, para demonstrar a exposi¢do da medula dssea, pode recorrer-se a dados de absorcio, distribuicio,
metabolismo e excre¢do (ADME) obtidos num estudo independente, pela mesma via e na mesma espécie. Um
resultado negativo indica que, nas condi¢des do ensaio, o produto quimico em estudo nio induz a formacio de
microntcleos em eritrocitos imaturos da espécie ensaiada.

As respostas inequivocamente positivas ou inequivocamente negativas ndo carecem de confirmagio.

No caso de a resposta ndo ser inequivocamente negativa nem inequivocamente positiva, para se tirarem conclusdes
sobre a importincia bioldgica de um resultado (por exemplo um aumento ténue ou no limite), os dados devem ser
avaliados por peritos efou as experiéncias realizadas devem ser objeto de estudos complementares. Em alguns casos,
pode ser atil analisar mais células ou repetir o ensaio, alterando as condi¢des experimentais.

Em certos casos, raros, mesmo ap6s estudos complementares, os dados obtidos ndo permitirdo concluir por um
resultado positivo ou negativo do ensaio do produto quimico, pelo que se considerard que o resultado do estudo é
ambiguo.

Relatério do ensaio

Elementos a constar do relatério do ensaio:

Resumo

Produto quimico em estudo:

— origem, nimero de lote e data-limite de utilizagdo, se forem conhecidos;

— estabilidade, se for conhecida.

Substdncia monocomponente:

— aspeto fisico, hidrossolubilidade e outras propriedades fisico-quimicas relevantes;

— dados de identificagdo quimica, como as denominac¢des ITUPAC ou CAS, o nimero CAS, o cddigo SMILES ou
InChl, a férmula estrutural, o grau de pureza, a identidade quimica das impurezas, se justificado e exequivel, etc.

Substdncia multicomponentes, UVCB e misturas:

— caracterizacdo, tanto quanto possivel, pela identidade quimica (ver acima), pela ocorréncia quantitativa e pelas
propriedades fisico-quimicas relevantes dos componentes.

Preparagdo do produto quimico em estudo:
— justificagdo do excipiente escolhido;

— solubilidade e estabilidade do produto quimico em estudo no solvente/excipiente, se forem conhecidas;
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— preparacdo de formulas alimentares, na dgua de beber ou inaldveis;

— determinagdes analiticas realizadas (eventualmente) a essas férmulas (por exemplo: estabilidade, homogeneidade,
concentragdes nominais).

Animais ensaiados:

— espéciefestirpe utilizada e justificacdo da utilizacio;
— ntimero, idade e sexo;

— origem, condi¢des de alojamento, dieta etc.;

— método de identificacio univoca dos animais;

— em estudos de curta duragdo: peso de cada animal no inicio e no final do ensaio; em estudos de duragdo
superior a uma semana: peso corporal de cada animal durante o estudo e consumo de alimentos; devem incluir-
-se, para cada grupo, a gama de pesos corporais, com a média e o desvio-padrido respetivos.

Condigdes de realizagdo do ensaio:

— dados de controlo positivo e de controlo negativo (excipiente/solvente);
— resultados do eventual estudo exploratério da gama de dosagem;

— fundamentacio da escolha das doses;

— elementos relativos a preparagdo do produto quimico em estudo;

— elementos relativos a administracio do produto quimico em estudo;
— fundamentacdo da via e do periodo de administracio;

— métodos para verificar se os produtos quimicos em estudo entraram na circulagio geral ou atingiram o tecido-
-alvo;

— dose real (mg/kg de peso corporal/dia), calculada a partir da concentragdo do produto quimico em estudo nos
alimentos/na dgua de beber (ppm) e do consumo de alimentos/de dgua de beber, se aplicavel;

— elementos relativos a qualidade dos alimentos e da dgua;

— método de eutandsia;

— eventual método de analgesia;

— descricdo detalhada da exposicdo e do programa de colheita de amostras e justificacdo das escolhas feitas;
— métodos de preparagio das laminas;

— procedimentos para o isolamento e a conservagio das amostras;

— métodos de medi¢do da toxicidade;

— critérios de contabilizacdo dos eritrdcitos imaturos micronucleados;

— ntmero de células analisadas por animal para determinar a frequéncia de eritrdcitos imaturos micronucleados e
a proporcdo de eritrocitos imaturos em relagdo aos eritrcitos maturos;

— critérios de aceitabilidade do estudo;

— métodos (como a utilizacdo de anticorpos anticinetécoro ou de sondas especificas de ADN centromérico) para
determinar se os microndcleos contém cromossomas inteiros ou fragmentos de cromossomas, se aplicdvel;
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Resultados:

— estado dos animais antes e durante o perfodo de ensaio, incluindo sinais de toxicidade;

— proporgio de eritrdcitos imaturos em relacdo ao total de eritrécitos;

— ndimero de eritrécitos imaturos micronucleados correspondente a cada animal;

— média e desvio-padrio dos eritrdcitos imaturos micronucleados correspondentes a cada grupo;
— relagdo dose-resposta, se possivel;

— métodos estatisticos utilizados e andlises estatisticas efetuadas;

— dados relativos aos grupos de controlo negativo e de controlo positivo ensaiados em paralelo, indicando os
intervalos, valores médios e desvios-padrdo correspondentes;

— dados histéricos relativos ao controlo negativo e ao controlo positivo, indicando os intervalos, valores médios e
desvios-padrdo correspondentes e os limites de 95 % dos controlos da distribuicdo, bem como o periodo
abrangido e o nimero de pontos de dados;

— dados comprovativos da exposi¢do da medula dssea;

— dados de caracterizagdo indicativos da presenga, nos microndcleos, de cromossomas inteiros ou de fragmentos
de cromossomas, se aplicavel;

— critérios de resposta positiva ou negativa cumpridos.
Discussdo dos resultados.
Conclusdo.

Referéncias.
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Apéndice 1

DEFINICOES

Centrémero: Regido ou regides de um cromossoma as quais se ligam as fibras fusiformes durante a divisdo celular,
permitindo o movimento organizado dos cromossomas-filhos para os polos das células-filhas.

Produto quimico: Substincia ou mistura.

Eritroblasto: Estddio inicial do desenvolvimento dos eritrdcitos, imediatamente anterior a formacdo do eritrécito
imaturo, durante o qual a célula ainda possui um niicleo.

Cinetdcoro: Estrutura proteica que se forma no centrémero das células eucaridticas, que liga o cromossoma
a polimeros microtubulares do fuso mitdtico durante a mitose e a meiose e que separa os cromatideos do mesmo
cromossoma durante a divisdo celular.

Microndcleo: Pequeno ntcleo separado do nicleo principal da célula e que se adiciona a este, formado durante
a telofase da mitose ou meiose por cromossomas inteiros ou fragmentos de cromossoma retardatarios.

Eritrécito normocromdtico ou maturo: Eritricito totalmente maturo, que perdeu o ARN residual presente
depois da enucleacdo efou outros marcadores celulares de vida curta que geralmente desaparecem a seguir a
enucleacdo, depois da divisdo final do eritroblasto.

Eritrécito policromdtico ou imaturo: Eritrécito recém-formado, num estddio intermédio de desenvolvimento,
que ¢é corado tanto pelo componente azul como pelo componente vermelho dos corantes sanguineos cldssicos,
como o corante combinado de Wright-Giemsa, devido a presenga de ARN residual na célula recém-formada. Estas
células recém-formadas sio praticamente idénticas aos reticuldcitos, observaveis por meio de um corante vital que
faz o ARN residual aglutinar-se num reticulo. Atualmente, utilizam-se muitas vezes outros métodos para identificar
eritrécitos recém-formados, como a coloragio monocromatica do ARN com corantes fluorescentes ou a marcagio
de marcadores superficiais de vida curta, como a CD71, com anticorpos fluorescentes. Os eritrécitos policro-
mdticos, os reticuldcitos e os eritrdcitos com reagdo positiva a CD71 sdo todos eles eritrdcitos imaturos, embora
corresponda a cada um deles uma distribuicdo etdria ligeiramente diferente.

Reticuldcito: Eritrécito recém-formado que é corado por um corante vital que faz o ARN residual aglutinar-se
num reticulo caracteristico. A distribuigdo etdria dos reticulécitos e dos eritrdcitos policromdticos é semelhante.

Produto quimico em estudo: Qualquer substincia ou mistura & qual seja aplicado este método de ensaio.
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Apéndice 2

MODELO FATORIAL PARA IDENTIFICAR DIFERENCAS ENTRE SEXOS NO ENSAIO IN VIVO DE
MICRONUCLEOS

Modelo fatorial e sua andlise

Neste modelo sdo ensaiados, no minimo, 5 machos e 5 fémeas a cada concentracio, totalizando, no minimo, 40
animais (20 machos e 20 fémeas, além dos controlos positivos necessérios).

Este modelo, que constitui um dos modelos fatoriais mais simples, equivale a uma anélise de varidncia bidirecional
em que o sexo e a concentracdo sdo os efeitos principais. Os dados podem ser analisados por virios pacotes de
software estatistico correntes, como o SPSS, o SAS, o STATA e o Genstat, bem como por recurso a linguagem R.

A andlise discrimina, no conjunto de dados, a variabilidade entre os sexos, a variabilidade entre as concentracdes e
a variabilidade ligada a interagdo entre os sexos e as concentra¢des. Cada um destes termos é comparado com uma
estimativa da variabilidade entre os animais replicados nos grupos do mesmo sexo expostos & mesma concentragao.
Em muitos manuais de estatistica (ver «Referéncias»), bem como na fungio «ajuda» dos pacotes estatisticos,
encontram-se disponiveis dados pormenorizados da metodologia em causa.

Analisa-se em seguida o termo da interagdo sexo-concentragio num quadro ANOVA (!). Na auséncia de um termo
de interagdo significativo, a combinagdo dos valores correspondentes aos sexos ou aos niveis de concentragio
permite realizar testes estatisticos vélidos entre os niveis, com base no termo de variabilidade intragrupo combinada
resultante da ANOVA.

A andlise prossegue repartindo a estimativa da variabilidade entre as concentra¢des por contrastes, o que permite
testar os contrastes lineares e quadraticos das respostas as concentra¢des. Quando hd interagdo significativa sexo-
-concentragdo, este termo pode igualmente ser repartido num contraste de interagio linear em fungdo do sexo e
num contraste de interagdo quadritica em funcdo do sexo. Estes termos permitem verificar se as respostas as
concentragdes sdo paralelas para os dois sexos ou se a resposta difere de um sexo para o outro.

A estimativa da variabilidade intragrupo combinada pode servir para testar par-a-par diferengas entre médias. Estas
comparagdes podem ser efetuadas entre as médias correspondentes a cada um dos sexos e entre as médias corres-
pondentes a concentragdes diferentes (comparagdes com os niveis dos controlos negativos, por exemplo). Caso haja
interagdo significativa, podem efetuar-se comparagdes entre as médias correspondentes a vérias concentragdes para
um dos sexos ou entre as médias dos dois sexos para a mesma concentragio.

Referéncias

Hé muitos manuais de estatistica que abordam a teoria, a modelacdo, a metodologia, a andlise e a interpretacio de
modelos fatoriais, que vdo desde a forma mais simples (bifatorial) as formas mais complexas utilizadas na
metodologia descrita em «Design of Experiments». Apresenta-se a seguir uma lista ndo-exaustiva. Algumas publicagdes
ddo exemplos concretos de modelos comparéveis, incluindo, por vezes, o cddigo para efetuar as andlises por
recurso a vérios pacotes de software.

Box, G.E.P, Hunter, W.G., Hunter, ].S. (1978). Statistics for Experimenters. An Introduction to Design, Data Analysis,
and Model Building. Nova lorque, John Wiley & Sons.

Box, G.E.P,, Draper, N.R. (1987). Empirical model-building and response surfaces. John Wiley & Sons Inc.

Doncaster, C.P., Davey, A.J.H. (2007). Analysis of Variance and Covariance: How to Choose and Construct Models
for the Life Sciences. Cambridge University Press.

Mead, R. (1990). The Design of Experiments. Statistical principles for practical application. Cambridge University
Press.
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6) Na parte B, é suprimido o capitulo B.15.
7) Na parte B, é suprimido o capitulo B.16.
8) Na parte B, é suprimido o capitulo B.18.
9) Na parte B, é suprimido o capitulo B.19.
10) Na parte B, ¢ suprimido o capitulo B.20.
11) Na parte B, ¢é suprimido o capitulo B.24.

12) Na parte B, o capitulo B.47 ¢ substituido pelo seguinte texto:

«B.47 Método de ensaio de opacidade e permeabilidade da cérnea em bovinos para identificacio de
produtos quimicos indutores de lesdes oculares graves e de produtos quimicos que ndo necessitem de ser
classificados em termos de irritagio ocular nem de lesdes oculares graves

INTRODUCAO

Este método de ensaio é equivalente ao Test Guideline 437 (2013) da OCDE. O método de ensaio de opacidade e
permeabilidade da cérnea em bovinos (Bovine Corneal Opacity and Permeability (BCOP)) foi avaliado em 2006 e 2012
pelo ICCVAM (Interagency Coordinating Committee on the Validation of Alternative Methods), em colaboragdo com
o ECVAM (European Centre for the Validation of Alternative Methods) e o JaCVAM (Japanese Center for the Validation of
Alternative Methods) (1) (2). A primeira avaliagio incidiu na utilidade do método BCOP para a identificacio de
produtos quimicos (substincias e misturas) indutores de lesdes oculares graves (1). A segunda avaliagdo incidiu na
utilidade do método para a identificagdo de produtos quimicos (substincias e misturas) ndo classificados em termos
de irritacdo ocular nem de lesdes oculares graves (2). A base de dados de validagio do método BCOP contava com
113 substancias e 100 misturas (2) (3). Destas avaliacdes e da correspondente avaliagdo interpares concluiu-se que
este método de ensaio identifica corretamente os produtos quimicos (substincias e misturas) indutores de lesdes
oculares graves (categoria 1) e os que ndo necessitam de ser classificados em termos de irritagdo ocular nem de
lesdes oculares graves, conforme definicdo do Sistema Mundial Harmonizado de Classificagdo e Rotulagem de
Produtos Quimicos (GHS) da ONU (4) e do Regulamento (CE) n.c 1272/2008, relativo a classificacdo, rotulagem e
embalagem de substincias e misturas (CRE) (!), tendo o método sido considerado cientificamente vélido para ambas
as finalidades. Sdo lesdes oculares graves as lesdes produzidas nos tecidos oculares ou uma degradagio grave da
visdo em consequéncia da aplicagdo do produto quimico em estudo na superficie anterior do olho, ndo totalmente
reversiveis nos 21 dias ap6s a aplicacdo. Os produtos quimicos que induzem lesdes oculares graves sdo classificados
na categoria 1 do sistema GHS da ONU. S3o produtos quimicos ndo classificados em termos de irritagdo ocular
nem de lesdes oculares graves os que ndo preenchem os requisitos de classificagdo nas categorias 1 ou 2 (2A ou 2B)
do sistema de classificacdo GHS da ONU, ou seja, os ditos de «Nenhuma categoria» no sistema GHS da ONU.
O presente método inclui a utilizagdo recomendada e as limitagdes do método de ensaio BCOP decorrentes das
avaliagdes realizadas. Principais diferencas entre a versdo inicial de 2009 e a versdo de 2013 do Test Guideline da
OCDE (enumeragdo ndo-exaustiva): utilizacdo do método BCOP na identificacdo de produtos quimicos que ndo
necessitam de ser classificados no sistema GHS da ONU (pontos 2 e 7); clarificacdo da aplicabilidade do método ao
ensaio de alcoois, cetonas e sélidos (pontos 6 e 7) e a substincias e misturas (ponto 8); clarificagdo do modo como
devem ser ensaiadas as substdncias tensioativas e as misturas que contém substincias tensioativas (ponto 28);
atualizagdes e clarificagdes relativas as amostras de controlo positivas (pontos 39 e 40); atualizagdo dos critérios de
decisio do método BCOP (ponto 47); atualizacdo dos critérios de aceitacdo do estudo (ponto 48); atualizagio dos
elementos a constar dos relatérios dos ensaios (ponto 49); atualizagdo do apéndice 1, relativo as defini¢des;
aditamento do apéndice 2, relativo a capacidade de previsio do método BCOP em virios sistemas de classificagio;
atualiza¢do do apéndice 3, relativo a lista de produtos quimicos recomendados para demonstragdo de competéncia
técnica; atualizacdo do apéndice 4, relativo aos suportes de cornea utilizados no método BCOP (ponto 1) e ao
opacimetro (pontos 2 e 3).

(") Regulamento (CE) n.° 1272/2008 do Parlamento Europeu e do Conselho, de 16 de dezembro de 2008, relativo a classificacdo, rotulagem
e embalagem de substincias e misturas, que altera e revoga as Diretivas 67/548/CEE e 1999/45/CE, e altera o Regulamento (CE)
1.21907/2006 (JOL 353 de 31.12.2008, p. 1).



28.4.2017 Jornal Oficial da Unido Europeia L112/73

E geralmente aceite que, no futuro previsivel, ndo estard disponivel nenhum ensaio de irritago ocular in vitro tnico,
alternativo ao ensaio ocular in vivo pelo método de Draize, para previsdes em toda a gama de irritagdo que cubram
as diferentes classes de produtos quimicos. Porém, a combinacio de virios métodos de ensaio alternativos no
ambito de uma estratégia de ensaio sequencial (por etapas) pode substituir-se ao ensaio ocular pelo método de
Draize (5). A abordagem descendente (5) destina-se a ser utilizada quando, com base nas informacdes disponiveis,
for previsivel que o produto quimico tenha elevado potencial irritante, ao passo que a abordagem ascendente (5) se
destina a ser utilizada quando, com base nas informacdes disponiveis, for previsivel que o produto quimico nio
provoque irritagdo ocular suficiente para que seja necessdrio classificd-lo. O método de ensaio BCOP é um método
in vitro que pode ser utilizado em determinadas circunstancias, respeitadas determinadas limitacdes, para classificar e
rotular produtos quimicos em fungdo da perigosidade ocular dos mesmos. Embora nio seja considerado, por si so,
uma alternativa valida ao ensaio ocular in vivo no coelho, o método de ensaio BCOP é recomendado como etapa
inicial numa estratégia de ensaio do tipo da abordagem descendente proposta por Scott et al. (5) para identificar,
sem necessidade de ensaios complementares, produtos quimicos indutores de lesdes oculares graves, isto ¢,
produtos quimicos classificdveis na categoria 1 do sistema GHS da ONU (4). O método BCOP ¢ igualmente
recomendado, no dmbito de uma estratégia como a abordagem ascendente (5), para identificar produtos quimicos
que ndo necessitem de ser classificados em termos de irritagdio ocular nem de lesdes oculares graves, conforme
definido pelo sistema GHS da ONU (menhuma categoria» nesse sistema) (4). Todavia, se a aplicacio do método
BCOP a um determinado produto quimico ndo permitir prever se este causa lesdes oculares graves ou que ndo é
necessdrio classifici-lo em termos de irritagdo ocular nem de lesdes oculares graves, o produto quimico em causa
terd de ser sujeito a ensaios adicionais (in vitro efou in vivo) para determinar a classificacdo definitiva.

Na descricio deste método de ensaio, pretende-se explicar o processo utilizado para avaliar o potencial de
perigosidade ocular de um produto quimico, medido pela capacidade deste de induzir opacidade e um aumento de
permeabilidade em cdrneas de bovino isoladas. Medem-se os efeitos toxicos na cérnea do seguinte modo: i) redugio
da transmissdo de luz (opacidade) e ii) aumento da passagem do corante fluoresceina de sédio (permeabilidade).
Combinam-se os resultados das determinac¢des de opacidade e de permeabilidade da cérnea apds exposicdo ao
produto quimico em estudo, de modo a obter a pontuagio de irritagdo in vitro (dIn Vitro Irritancy Score» IVIS)
correspondente, que ¢ utilizada para classificar o nivel de irritagdo causado pelo produto quimico.

Estabelecem-se defini¢des no apéndice 1.

CONSIDERACOES INICIAIS E LIMITACOES

Este método de ensaio baseia-se no protocolo do método BCOP do ICCVAM (6) (7), inicialmente elaborado a partir
de informagdes baseadas no protocolo do Institute for in vitro Sciences (IIVS) e no Protocolo 124 do INVITTOX (8).
Este dltimo foi o protocolo utilizado no estudo de prevalidagio efetuado em 1997-98 com o patrocinio da
Comunidade Europeia. Estes dois protocolos basearam-se no método de ensaio BCOP descrito pela primeira vez por
Gautheron et al. (9).

O método BCOP pode ser utilizado para identificar produtos quimicos indutores de lesdes oculares graves, na
ace¢do do sistema GHS da ONU, ou seja, produtos quimicos classificdveis na categoria 1 desse sistema (4). Quando
utilizado com essa finalidade, a exatiddo global do método BCOP é de 79 % (150/191), a taxa de falsos positivos é
de 25 % (32/126) e a taxa de falsos negativos é de 14 % (9/65), comparativamente aos dados obtidos pelo método
de ensaio ocular in vivo no coelho, classificados de acordo com o sistema de classificacio GHS da ONU (3) (ver
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o apéndice 2, quadro 1). Excluindo da base de dados determinados produtos quimicos de certas classes quimicas
(dlcoois, cetonas) ou fisicas (solidos), a exatiddo global do método BCOP é de 85 % (111/131), a taxa de falsos
positivos é de 20 % (16/81) e a taxa de falsos negativos é de 8 % (4/50), no sistema de classificagio GHS da ONU
(3). A base de dados de validagdo do método de ensaio BCOP revela que, quando este é utilizado para identificar
produtos quimicos indutores de lesdes oculares graves (categoria 1 do sistema GHS da ONU), o método tem insufi-
ciéncias potenciais ao nivel de taxas de falsos positivos elevadas no caso dos dlcoois e das cetonas e de taxas de
falsos negativos elevadas no caso dos sélidos (1) (2) (3). Porém, uma vez que o método BCOP nio sobreavalia todos
os dlcoois e cetonas e que a previsdo de categoria 1 do sistema GHS da ONU ¢ correta no caso de alguns deles, nio
se consideram estes dois grupos funcionais organicos excluidos do dominio de aplicabilidade do método. Compete
ao utilizador do método BCOP decidir se, no caso dos édlcoois e cetonas, é aceitdvel que nem todos os resultados
que o indiciem sejam efetivamente positivos ou se sdo necessdrios ensaios complementares no dmbito de uma
abordagem baseada na ponderacio da suficiéncia da prova. No que respeita a taxa de falsos negativos no caso dos
solidos, importa salientar que os sélidos podem gerar condigdes de exposicdo varidveis e extremas no ensaio de
irritacdo ocular in vivo pelo método de Draize, que podem falsear as previsdes do real potencial de irritagdo (10).
Importa igualmente salientar que, no contexto da identificacio de produtos quimicos indutores de lesdes oculares
graves (categoria 1 do sistema GHS da ONU), a nenhum dos falsos negativos identificados na base de dados de
validagio do ICCVAM (2) (3) esteve associada uma pontuacdo de irritacdo in vitro (IVIS) igual ou inferior a 3,
critério utilizado para identificar os produtos quimicos classificados de «nenhuma categoria» no sistema GHS da
ONU. Acresce que a obtengdo de falsos negativos no método BCOP neste contexto ndo constitui aspeto critico,
porque os produtos quimicos cuja pontuagdo de irritagdo in vitro seja superior a 3 e inferior ou igual a 55 sdo em
seguida ensaiados por outros métodos in vitro adequadamente validados ou, em derradeira opcdo, no coelho,
conforme as exigéncias normativas, por recurso a uma estratégia de ensaio sequencial baseada na ponderacio da
suficiéncia da prova. Atendendo a que a previsio de categoria 1 do sistema GHS da ONU pelo método BCOP é
correta no caso de alguns produtos quimicos sélidos, também ndo se considera a fase sélida excluida do dominio
de aplicabilidade do método. Os investigadores podem ponderar o recurso a este método de ensaio para todos os
tipos de produtos quimicos, aceitando uma pontuagdo de irritagdo in vitro superior a 55 como indicativa de uma
reacdo indutora de lesdes oculares graves, merecedora da classificagdo 1 do sistema GHS da ONU sem necessidade
de ensaios complementares. Porém, como referido, os resultados positivos obtidos no caso de dlcoois ou cetonas
devem ser interpretados com cautela, devido ao risco de ndo serem efetivamente positivos em todos os casos que
o indiciem.

Também pode recorrer-se a0 método BCOP para identificar produtos quimicos que ndo necessitem de ser classi-
ficados em termos de irritacdo ocular nem de lesdes oculares graves no sistema de classificagio GHS da ONU (4).
Quando utilizado com essa finalidade, a exatiddo global do método BCOP ¢é de 69 % (135/196), a taxa de falsos
positivos € de 69 % (61/89) e a taxa de falsos negativos é de 0 % (0/107), comparativamente aos dados obtidos pelo
método de ensaio ocular in vivo no coelho, classificados de acordo com o sistema de classificagio GHS da ONU (3)
(ver o apéndice 2, quadro 2). A taxa de falsos positivos obtida (produtos quimicos com a classificacdo in
vivonenhuma categoria» no sistema GHS da ONU, mas com pontuagdo de irritagdo in vitro superior a 3 — ver
o ponto 47) ¢ bastante elevada, mas neste contexto ndo constitui aspeto critico, porque os produtos quimicos cuja
pontuagdo de irritagdo in vitro seja superior a 3 e inferior ou igual a 55 sdo seguidamente ensaiados por outros
métodos in vitro adequadamente validados ou, em derradeira opcdo, no coelho, conforme as exigéncias normativas,
por recurso a uma estratégia de ensaio sequencial baseada na ponderagio da suficiéncia da prova. O método BCOP
ndo evidencia insuficiéncias especificas no ensaio de dlcoois, cetonas e sélidos quando visa identificar produtos
quimicos que ndo necessitem de ser classificados em termos de irritagdo ocular nem de lesdes oculares graves
(«nenhuma categoria» no sistema GHS da ONU) (3). Os investigadores podem ponderar o recurso a este método de
ensaio para todos os tipos de produtos quimicos, aceitando um resultado negativo (pontuacio de irritacdo in vitro
igual ou inferior a 3) como indicativo de que ndo é necessdria nenhuma classificagdo («nenhuma categoria» no
sistema GHS da ONU). Uma vez que o método BCOP s6 consegue identificar corretamente 31 % dos produtos
quimicos que ndo necessitam de ser classificados em termos de irritagio ocular nem de lesdes oculares graves, este
método de ensaio ndo deve ser privilegiado para iniciar uma abordagem ascendente (5), caso estejam disponiveis
outros métodos in vitro validados e aceites com sensibilidade igualmente elevada, mas maior especificidade.

A base de dados de validacio do método BCOP contava com 113 substdncias e 100 misturas (2) (3). Considera-se,
portanto, o método BCOP aplicével ao ensaio de substincias e misturas.
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Devido ao niimero considerdvel de produtos quimicos da categoria 1 do sistema GHS da ONU subclassificados na
categoria 2, 2A ou 2B do mesmo sistema e de produtos quimicos de «nenhuma categoria» do sistema GHS
sobreclassificados na categoria 2, 2A ou 2B desse sistema, ndo é recomendado o recurso a0 método BCOP na identi-
ficagdo de produtos quimicos que devam ser classificados de irritantes oculares (categoria 2 ou 2A do sistema GHS
da ONU) nem de produtos quimicos que devam ser classificados de irritantes oculares moderados (categoria 2B do
sistema GHS da ONU) (2) (3). Nesses casos, podem ser necessdrios ensaios complementares por outro método, que
seja adequado.

Na manipulagdo de olhos e corneas de bovino devem seguir-se as regras e procedimentos estabelecidos no
laboratério para a manipulagio de matérias de origem animal (tecidos, fluidos bioldgicos etc.). Recomenda-se
a aplicagdo das precaugdes gerais inerentes a pratica laboratorial (11).

Embora o método BCOP nio tenha em conta as lesdes na conjuntiva nem na iris, tem em conta os efeitos na
cérnea, fator principal do sistema de classificagdo GHS da ONU em fungdo dos efeitos in vivo. A reversibilidade das
lesdes da cornea ndo pode ser avaliada per se pelo método BCOP, pelo que, com base em estudos oculares no
coelho, foi proposta a possibilidade de se recorrer a avaliagdo da profundidade inicial da lesdo da cérnea para
identificar alguns tipos de efeitos irreversiveis (12). Sdo, porém, necessirios mais estudos cientificos para se
compreender a ocorréncia de efeitos irreversiveis ndo associados a lesdes iniciais importantes. Finalmente, o método
BCOP ndo permite avaliar o potencial de toxicidade sistémica associado a exposi¢do ocular.

Este método de ensaio serd atualizado periodicamente em fungdo de novos dados e informagdes. Por exemplo,
a histopatologia é potencialmente ttil quando se necessita de uma caracterizacdo mais completa das lesdes da
cornea. Conforme € referido no documento de orientagdes n.c 160 da OCDE (13), incentivam-se os utilizadores
a preservarem as cOrneas e a prepararem espécimes histopatoldgicos que possam ser utilizados na constituicio de
uma base de dados e na defini¢do de critérios de decisio utilizdveis na melhoria da exatiddo deste método de
ensaio.

Os laboratérios que comecem a utilizar este método de ensaio devem recorrer aos produtos quimicos para
demonstracdo de competéncia técnica recomendados no apéndice 3. Antes de apresentarem dados obtidos pelo
método BCOP para efeitos da classificagio normativa de perigosidade, os laboratérios podem recorrer aos referidos
produtos quimicos para demonstrar a sua competéncia técnica na execucdo deste método.

PRINCIPIO DO ENSAIO

O método BCOP assenta num modelo organotipico de manutencio in vitro das funcdes fisioldgicas e bioquimicas
normais da cérnea de bovino por um perfodo curto. Neste método de ensaio, as lesdes provocadas pelo produto
quimico em estudo sdo avaliadas por meio de medi¢des quantitativas, respetivamente com um opacimetro e um
espetrofotometro de luz visivel, das altera¢des de opacidade e permeabilidade da cornea. Ambas as medi¢des sdo
utilizadas para calcular uma IVIS, com base na qual se atribui uma categoria de classificagdo de perigo de irritacio
in vitro, utilizada como previsio do potencial de irritagdo ocular in vivo do produto quimico em estudo (ver os
critérios de decisio no ponto 48).

O método BCOP utiliza corneas isoladas retiradas de olhos de bovinos acabados de abater. Determina-se quantitati-
vamente a opacidade da cérnea medindo a quantidade de luz transmitida através desta. Determina-se quantitati-
vamente a permeabilidade da cérnea medindo a quantidade do corante fluoresceina de sédio que atravessa
totalmente a cornea e é detetada no meio de ensaio da cidmara posterior. Aplicam-se os produtos quimicos em
estudo na superficie epitelial da cérnea introduzindo-os na cdmara anterior do suporte de cérnea. Figuram no
apéndice 4 uma descri¢do e um diagrama de um suporte de cérnea utilizado no método BCOP. Os suportes de
cornea podem ser adquiridos no comércio, de origens diversas, ou podem ser construidos.
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Origem e idade dos olhos de bovino e selegio da espécie animal

O gado enviado para os matadouros é normalmente abatido para consumo humano ou outras utilizagdes
comerciais. S6 podem ser utilizados na colheita de cérneas para o método BCOP animais sauddveis considerados
adequados para entrarem na cadeia alimentar humana. Dado que o peso dos bovinos é muito varidvel, consoante
a raca, a idade e o sexo, ndo se recomenda qualquer peso em concreto do animal no momento do abate.

As cérneas podem apresentar variagdes dimensionais, devido a utilizagdo de olhos de animais de idades diversas. As
cérneas de bovinos com mais de oito anos tém geralmente um eixo horizontal superior a 30,5 mm e espessura
central (CCT) 2 1 100 pm; as de bovinos com menos de cinco anos tém geralmente um eixo horizontal inferior
a 28,5 mm e CCT < 900 pm (14). Por essa razdo, ndo se utilizam habitualmente olhos de bovinos com mais de 60
meses. Normalmente, também ndo se utilizam olhos de bovinos com menos de doze meses, dado que os olhos se
encontram ainda em desenvolvimento e a espessura e o didmetro da cdrnea sdo bastante inferiores aos registados
para olhos de gado adulto. Porém, admite-se a utilizagdo de cérneas de animais jovens (6 a 12 meses de idade), por
haver algumas vantagens, como maior facilidade de obtencdo, um intervalo etdrio estreito e menor risco de
exposicdo dos trabalhadores a encefalopatia espongiforme bovina (BSE) (15). Dado que seria ttil avaliar melhor
o efeito da dimensdo ou espessura da cérnea na reacdo a produtos quimicos corrosivas ou irritantes, incentivam-se
os utilizadores a indicarem a idade efou o peso estimados dos animais de origem das cérneas utilizadas no estudo.

Colheita e transporte dos olhos para o laboratério

A colheita dos olhos é efetuada por empregados do matadouro. Para minimizar lesdes mecénicas ou outros danos
aos olhos, estes devem ser retirados das 6rbitas o mais rapidamente possivel depois da morte e ser refrigerados
imediatamente apds a enucleagdo e durante o transporte. Para evitar que os olhos sejam expostos a produtos
quimicos potencialmente irritantes, os empregados do matadouro ndo devem utilizar detergentes na lavagem da
cabeca do animal.

Utilizando um recipiente de tamanho adequado, mergulham-se os olhos completamente em solugio HBSS (Hanks’
Balanced Salt Solution) refrigerada e transportam-se para o laboratério de uma maneira que minimize a deterioracio
e contaminagdes bacterioldgicas. Como sdo colhidos durante o processo de abate, os olhos podem ser expostos
a sangue e outras matérias bioldgicas, incluindo bactérias e outros microrganismos. Importa, pois, minimizar
o risco de contaminagdo (por exemplo mantendo o recipiente dos olhos em gelo fundente durante a colheita e
o transporte e adicionando antibidticos — tais como penicilina a 100 Ul/ml e estreptomicina a 100 pg/ml — ao
HBSS no qual se mergulham os olhos durante o transporte).

O intervalo entre a colheita dos olhos e a utilizacio das corneas no método BCOP deve ser minimo (normalmente,
os olhos devem ser colhidos e utilizados no mesmo dia) e ndo deve, comprovadamente, comprometer os resultados
do ensaio. Os resultados dos ensaios estdo relacionados com os critérios de selecdo dos olhos e com as reagdes as
amostras de controlo positivas e negativas. Os olhos utilizados num ensaio devem ser todos do mesmo grupo de
colheita num determinado dia.

Critérios de selecdo dos olhos utilizados no método BCOP

Uma vez chegados ao laboratério, examinam-se cuidadosamente os olhos para detetar eventuais defeitos,
nomeadamente aumento de opacidade, escoriacdes e neovascularizagdo. SO podem ser utilizadas cérneas de olhos
sem estes defeitos.

Também se avalia a qualidade da cérnea em fases posteriores do ensaio. Descartam-se as cOrneas que, apds um
periodo inicial de uma hora para estabelecimento do equilibrio, apresentem opacidade superior a sete unidades, ou
opacidade equivalente para o opacimetro e os suportes de cornea utilizados (NOTA: calibrar o opacimetro com os
padrdes de opacidade utilizados para estabelecer as unidades de opacidade — ver o apéndice 4).
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Cada grupo de tratamento (produto quimico em estudo e amostras de controlo positivas e negativas ensaiadas em
paralelo) é constituido por um minimo de trés olhos. Utilizam-se trés corneas para amostras de controlo negativas
de coérnea no método de ensaio BCOP. Como as cdrneas sio excisadas do globo ocular e colocadas nas camaras, hd
potencial para a ocorréncia de artefactos resultantes da manipulagdo, com incidéncia nos valores individuais de
opacidade e permeabilidade da cérnea (incluindo as amostras de controlo negativas). Os valores de opacidade e
permeabilidade das cérneas das amostras de controlo negativas sdo utilizados para corrigir os valores de opacidade
e permeabilidade da cérnea correspondentes ao produto quimico em estudo e as amostras tratadas para controlo
positivo utilizados no célculo da IVIS.

PROTOCOLO DE ENSAIO

Preparacio dos olhos

Dissecam-se corneas sem defeitos, deixando uma orla de 2-3 mm de esclerética, para facilitar o manuseamento, e
tomando as precaucdes necessirias para ndo danificar o epitélio e o endotélio da cérnea. Coloca-se cada cornea
num suporte especialmente concebido, constituido por um compartimento anterior € um compartimento posterior.
O primeiro estabelece uma interface com a superficie epitelial da cérnea; o segundo, com a superficie endotelial da
mesma. Enchem-se as duas cdmaras, até transbordar, com Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM) isento de
vermelho de fenol, previamente aquecido, comecando pela cdmara posterior e evitando a formacdo de bolhas.
Coloca-se em seguida a dispositivo a temperatura de 32 + 1 °C durante, pelo menos, uma hora, para que as crneas
fiquem em equilibrio com o meio e, tanto quanto possivel, readquiram a sua atividade metabdlica normal
(a temperatura aproximada da superficie da cornea in vivo é de 32 °C).

Terminado o periodo previsto para se atingir o equilibrio, adiciona-se EMEM isento de vermelho de fenol fresco
pré-aquecido a ambas as cdmaras e efetua-se a leitura da linha de base de opacidade para cada cérnea. Descartam-se
as cOrneas que evidenciem lesdes macroscopicas nos tecidos (por exemplo escoriagdes, pigmentacdo ou neovascula-
rizacdo), opacidade superior a 7 unidades ou opacidade equivalente para o opacimetro e os suportes de cornea
utilizados. Selecionam-se, para corneas de controlo negativas (ou de controlo do solvente), pelo menos trés corneas.
Distribuem-se a seguir as corneas restantes em dois grupos: corneas a submeter ao tratamento e cérneas de
controlo positivo.

Dado que a sua capacidade calorifica é superior a do ar, a dgua oferece condi¢Bes de temperatura mais estdveis para
incubagdo. Recomenda-se, portanto, a utilizacgdo de um banho-maria para manter o suporte de cérnea e o seu
conteddo a 32 + 1 °C. Admite-se, porém, a utilizagdo de incubadores a ar, tomando as precaucdes necessdrias para
manter a temperatura estdvel (por exemplo aquecendo previamente os suportes e 0 meio de ensaio).

Aplicagio do produto quimico em estudo

Utiliza-se um protocolo de tratamento para liquidos e agentes tensioativos (sélidos ou liquidos) e outro para sélidos
ndo-tensioativos.

Os liquidos sdo ensaiados sem dilui¢do. Os semissolidos, cremes e ceras sio normalmente ensaiados como se
fossem liquidos. As substancias tensioativas sdo ensaiadas a concentracdo de 10 % (m/v) numa solucdo a 0,9 % de
cloreto de sédio, em dgua destilada ou noutro solvente comprovadamente sem efeitos adversos no sistema de
ensaio. E necessdrio justificar convenientemente o recurso a outra diluigio. As misturas que contenham agentes
tensioativos podem ser ensaiadas sem dilui¢gdo ou diluidas a uma concentragio que se adeque ao cendrio de
€xposicdo in vivo em causa. E necessario justificar convenientemente as concentra¢des ensaiadas. Expdem-se as
corneas aos liquidos e aos agentes tensioativos durante 10 minutos. Se forem utilizados tempos de exposicio
diferentes, serd necessdrio justificd-lo em termos cientificos. Ver no apéndice 1 as defini¢des de agente tensioativo e
de mistura com agentes tensioativos.

Os s6lidos ndo-tensioativos sdo normalmente ensaiados em solu¢do ou suspensdo, a concentragdo de 20 % (m/v),
numa solugdo a 0,9 % de cloreto de sédio, em dgua destilada ou noutro solvente comprovadamente sem efeitos
adversos no sistema de ensaio. Em determinadas circunstancias e mediante justificacdo cientifica adequada, também
pode ensaiar-se um sélido tal e qual, mediante aplicagdo direta na superficie da cérnea pelo método da cimara
aberta (ponto 32). Expdem-se as cOrneas aos sélidos durante quatro horas, mas, tal como no caso dos liquidos e
dos produtos tensioativos, podem utilizar-se tempos de exposicdo diferentes, a justificar em termos cientificos.
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Podem ser utilizados diversos métodos de tratamento, consoante a natureza fisica e as caracteristicas quimicas do
produto quimico em estudo (sélidos, liquidos, liquidos viscosos ou nado-viscosos etc.). O aspeto critico é garantir
que o produto quimico cobre adequadamente a superficie epitelial e é adequadamente removido na fase de lavagem.
Utiliza-se normalmente um método de cdmara fechada para o ensaio de liquidos ndo-viscosos ou ligeiramente
viscosos e um método de cdmara aberta para o ensaio de liquidos semiviscosos ou viscosos, bem como para sélidos
aplicados diretamente.

No método da cdmara fechada, introduz-se na camara anterior, através dos orificios de dosagem existentes na parte
de cima desta, uma quantidade do produto quimico em estudo suficiente para cobrir a superficie epitelial da crnea
(750 pl), fechando em seguida os orificios com as respetivas tampas durante a exposigio. E importante que cada
cérnea seja exposta ao produto quimico em estudo durante o periodo adequado.

No método da cdmara aberta, removem-se, antes do tratamento, a janela de vidro e o anel de fixagdo da janela da
camara anterior. Com uma micropipeta, aplica-se o produto quimico em estudo ou de controlo diretamente na
superficie epitelial da cérnea (750 pl ou um volume do produto quimico em estudo suficiente para cobrir comple-
tamente a cornea). Se for dificil pipetd-lo, o produto quimico em estudo pode ser introduzido sob pressdo numa
pipeta volumétrica, para facilitar a dosagem. Para que a matéria em causa possa ser introduzida sob pressdo na
ponta da pipeta volumétrica, insere-se esta ponta na extremidade da seringa. Pressiona-se o émbolo da seringa e,
simultaneamente, puxa-se o pistio da pipeta para cima. Caso se formem bolhas de ar na ponta da pipeta, remove-se
(expulsa-se) o produto quimico em estudo e repete-se 0 processo, até a ponta da pipeta ficar cheia, sem bolhas de
ar. Se necessdrio, pode utilizar-se uma seringa normal (sem agulha), pois permite medir um volume exato do
produto quimico em estudo e facilita a aplicagdo na superficie epitelial da cérnea. Depois da dosagem, recoloca-se
a janela de vidro na cdmara anterior, para recriar um sistema fechado.

Incubacdo apés a exposigio

Apbs o periodo de exposicdo, removem-se da cdmara anterior o produto quimico em estudo, a amostra de controlo
negativa ou o produto quimico de controlo positivo e lava-se o epitélio pelo menos trés vezes (ou até deixar de se
ver produto quimico em estudo) utilizando EMEM com vermelho de fenol. Utiliza-se na lavagem meio de ensaio
com vermelho de fenol, porque pode seguir-se a evolugdo cromdtica do vermelho de fenol para determinar
a eficdcia de lavagem de produtos quimicos dcidos ou alcalinos. Lavam-se as cérneas mais de trés vezes se a cor do
vermelho de fenol continuar alterada (amarelo ou ptrpura) ou o produto quimico em estudo ainda for visivel.
Quando o meio jd ndo contiver o produto quimico em estudo, lavam-se as cérneas uma tltima vez utilizando
EMEM sem vermelho de fenol, para garantir a remocdo deste Gltimo da cdmara anterior antes da medicdo de
opacidade. Volta entdo a encher-se a cAmara anterior com EMEM fresco sem vermelho de fenol.

No caso dos liquidos ou dos agentes tensioativos, apés a lavagem, incubam-se as cérneas durante mais duas horas
a 32 £ 1 °C. Em determinadas circunstancias, pode ser util um tempo de incuba¢io mais longo depois da
exposicdo, a ponderar caso a caso. As cérneas tratadas com sélidos sio bem lavadas no final do periodo de
exposicdo de quatro horas, mas ndo é necessdria incubagio suplementar.

Regista-se a opacidade e a permeabilidade de cada cérnea logo que terminar o periodo de incubagdo apds
a exposi¢do, no caso dos liquidos e dos agentes tensioativos, ou o periodo de exposi¢do de quatro horas, no caso
dos sélidos ndo-tensioativos. Examina-se ainda visualmente cada cérnea e registam-se as observagdes pertinentes
(descamagdo de tecidos, residuos do produto quimico em estudo, perfil de opacidade ndo-uniforme etc.). Estas
observagdes podem ser importantes, pois sdo passiveis de se traduzirem em varia¢des nas leituras do opacimetro.

Produtos quimicos de controlo

Em cada ensaio ensaiam-se em paralelo amostras de controlo positivas e negativas (ou do solvente/excipiente).



28.4.2017 Jornal Oficial da Unido Europeia L 11279

Ao ensaiar pelo método BCOP substincias liquidas a 100 %, ensaia-se em paralelo uma amostra de controlo
negativa (por exemplo solu¢do a 0,9 % de cloreto de sédio ou dgua destilada), para possibilitar a detegdo de
alteragdes inespecificas do sistema de ensaio e estabelecer uma linha de base para os pardmetros a determinar no
ensaio. Essa amostra de controlo visa igualmente evitar que as condi¢des do ensaio provoquem, inadequadamente,
uma reagio de irritagdo.

Ao ensaiar liquidos diluidos, agentes tensioativos ou sélidos, inclui-se no método BCOP um grupo paralelo de
amostras de controlo do excipiente[solvente, para possibilitar a dete¢do de alteracdes inespecificas do sistema de
ensaio e estabelecer uma linha de base para os parametros a determinar no ensaio. S6 podem utilizar-se solventes|
[excipientes que, comprovadamente, ndo tenham efeitos adversos no sistema de ensaio.

Para verificar a integridade e o bom funcionamento do sistema de ensaio, inclui-se em cada ensaio um produto
quimico que reconhecidamente induza reagdo positiva, para servir de amostra de controlo positiva paralela. Porém,
para que possa determinar-se a variabilidade no tempo da reacdo a referida amostra de controlo positiva, a reacdo
de irritagdo ndo deve ser excessivamente forte.

Como amostras de controlo positivas para produtos quimicos em estudo liquidos, podem ser utilizados, por
exemplo, etanol a 100 % e dimetilformamida a 100 %. Como amostra de controlo positiva para produtos quimicos
em estudo sélidos, pode utilizar-se, por exemplo, uma solugdo a 0,9 % de cloreto de sédio com 20 % (m/v) de
imidazole.

Os produtos quimicos de referéncia sdo dteis para avaliar o potencial de irritagdo ocular de produtos quimicos
desconhecidos de uma determinada classe quimica ou classe de produtos, ou para avaliar o potencial de irritacdo
relativo de um irritante ocular numa determinada gama de reagGes de irritacdo.

Parametros medidos

Determina-se a opacidade com base na quantidade de luz transmitida através da cérnea. Determina-se quantitati-
vamente a opacidade da cérnea medindo-a com um opacimetro numa escala continua de valores de opacidade.

Determina-se a permeabilidade com base na quantidade do corante fluoresceina de sédio que penetra em todas as
camadas celulares da cornea (ou seja, desde o epitélio da superficie exterior da cornea até ao endotélio da sua
superficie interior). Coloca-se 1 ml de solu¢do de fluoresceina de sédio (4 ou 5 mg/ml, consoante se ensaiem
liquidos ou agentes tensioativos, por um lado, ou sélidos nio-tensioativos, por outro) na camara anterior do
suporte de coOrnea, que estabelece interface com a superficie epitelial da cérnea. Enche-se com EMEM fresco
a camara posterior, que estabelece interface com a superficie endotelial da cérnea. Incuba-se a seguir o suporte, em
posicdo horizontal, durante 90 * 5 minutos, a 32 * 1 °C. Determina-se quantitativamente, por espetrofotometria
UV|VIS, a quantidade de fluoresceina de sédio que atravessa a cOrnea para a cdmara posterior. Os valores das
medi¢des espetrofotométricas a 490 nm sdo registados numa escala continua de absorvéncia ou densidade dtica
(DO ). Determinam-se os valores de permeabilidade a fluoresceina utilizando os valores de DO,,, obtidos com um
espectrofotémetro de luz visivel num percurso 6tico normalizado de 1 cm.

Em alternativa, pode utilizar-se um dispositivo de leitura constituido por uma placa de microtitulacio de 96
alvéolos, desde que: i) seja possivel estabelecer uma gama de linearidade do leitor de placa para a determinagdo de
valores de DO,,, da fluoresceina; ii) se utilize na placa de 96 alvéolos o volume de amostras de fluoresceina que
permite obter corretamente valores de DO,,, equivalentes aos obtidos com o percurso 6tico normalizado de 1 cm
(normalmente 360 pl, podendo ser necessrio encher completamente os alvéolos).

DADOS E RELATORIOS

Avaliagio dos dados

Depois de se corrigirem os valores de opacidade e de permeabilidade média (DO,,,) em fungdo dos valores da
opacidade de fundo e da permeabilidade (DO,,,) correspondente a amostra de controlo negativa, combinam-se
numa férmula empirica os valores médios de opacidade e de permeabilidade (DO,,,) correspondentes a cada grupo
de tratamento, a fim de calcular a respetiva pontuagio de irritagdo in vitro (IVIS), do seguinte modo:

IVIS = valor médio de opacidade + 15 x valor médio de permeabilidade (DO,,,)
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Sina et al. (16) referiram que esta férmula foi estabelecida com base em estudos no seu laboratério e interlabora-
toriais. A fim de determinar a equagio que melhor correlacionava os dados in vivo e in vitro, fez-se uma andlise
multivariada dos dados obtidos num estudo multilaboratorial de uma série de 36 compostos. Essa andlise foi
efetuada por cientistas de duas empresas distintas, que chegaram a duas equagdes praticamente idénticas.

Os valores de opacidade e de permeabilidade devem ser também avaliados independentemente uns dos outros, para
determinar se o produto quimico em estudo induz corrosividade ou irritagdo severa com base em apenas um dos
dois parametros medidos (ver «Critérios de decisdon).

Critérios de decisio

Seguem-se os valores-limite de pontuagdo de irritagdo in vitro (IVIS) para a identificagio de produtos quimicos
indutores de lesdes oculares graves (categoria 1 do sistema GHS da ONU) e de produtos quimicos que ndo
necessitem de ser classificados em termos de irritagdo ocular nem de lesdes oculares graves («nenhuma categoria»
do sistema GHS da ONU):

VIS Sistema GHS da ONU
<3 Nenhuma categoria
>3, <55 Nenhuma previsdo possivel

>55 Categoria 1

Critérios de aceitagio do estudo

Considera-se o ensaio aceitdvel se a IVIS correspondente & amostra de controlo positiva ndo se desviar da média
histérica vigente mais que o dobro do desvio-padrio. Essa média deve ser atualizada pelo menos de trés em trés
meses ou sempre que se efetue um ensaio aceitdvel num laboratério que proceda a estes ensaios com pouca
frequéncia (menos de uma vez por més). Os valores de opacidade e permeabilidade correspondentes as amostras de
controlo negativas e do solvente/excipiente devem ser inferiores aos limites superiores estabelecidos para os valores
de opacidade e permeabilidade de fundo de corneas de bovino tratadas com os respetivos amostra de controlo
negativa e solvente/excipiente. Quando a classificagio do produto quimico em estudo é inequivoca, basta
normalmente uma série de ensaios constituida por, pelo menos, trés cérneas. Porém, nos casos de resultados
inconclusivos na primeira série de ensaios, é de ponderar (mas ndo necessariamente exigivel) a realizagdo de uma
segunda série de ensaios, e até de uma terceira se os resultados médios da IVIS das duas primeiras séries forem
discordantes. Neste contexto, considera-se inconclusivo o resultado da primeira série de ensaios se as previsdes
referentes as trés corneas ndo forem concordantes, do seguinte modo:

— as previsdes referentes a duas das trés corneas sdo discordantes da média correspondente as trés coérneas; OU

— a previsdo referente a uma das trés corneas é discordante da média correspondente as trés corneas E o resultado
discordante difere mais de 10 unidades de IVIS do valor-limite de 55.

— Se a repeti¢do da série de ensaios corroborar a previsio da série de ensaios inicial (em termos de valor médio da
IVIS), pode ser tomada uma decisdo final sem necessidade de ensaios complementares. Se a repeticdo da série de
ensaios ndo corroborar a previsio da série de ensaios inicial (em termos de valor médio da IVIS), deve realizar-
-se uma terceira e derradeira série de ensaios, para resolver as previsdes equivocas e classificar o produto
quimico em estudo. Se de alguma série de ensaios resultar uma previsio de categoria 1 do sistema GHS da
ONU, pode dispensar-se a realizagdo de ensaios complementares para classificagdo e rotulagem.

Relatério do ensaio
O relatério do ensaio deve incluir os seguintes elementos que tenham pertinéncia na realizagdo do estudo em causa:
Produtos quimicos em estudo e de controlo

— Denominagdo(des) quimica(s), como a denominac¢do estrutural utilizada pelo Chemical Abstracts Service (CAS),
seguida de outras denominagdes, se existirem; niimero de registo CAS, se conhecido;
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— Grau de pureza e composi¢io do produto quimico em estudo/de controlo (em percentagem ponderal), se
conhecidos;

— Propriedades fisico-quimicas (por exemplo: estado fisico, volatilidade, pH, estabilidade, classe quimica, hidrosso-
lubilidade) relevantes para a realizagdo do estudo;

— Pré-tratamento dos produtos quimicos em estudo/de controlo, se for o caso (aquecimento ou moagem, por
exemplo);

— Estabilidade, se conhecida.

Informagdes relativas ao patrocinador e ao laboratdrio

— Nome e endereco do patrocinador, do laboratério e do diretor do estudo.

Condigdes do método de ensaio

— Opacimetro utilizado (modelo e especificacdes, por exemplo) e regulacdes desse instrumento;

— Informagdes sobre a calibragdo dos dispositivos utilizados para medir a opacidade e a permeabilidade (por
exemplo: opacimetro e espectrofotometro), que garantam a linearidade das medigdes;

— Tipo de suportes de cornea utilizado (modelo e especificacdes, por exemplo);

— Descricdo de outros equipamentos utilizados;

— Processo utilizado para garantir a integridade (exatiddo e fiabilidade) do método de ensaio ao longo do tempo
(por exemplo: ensaio periddico dos produtos quimicos recomendados para demonstragio de competéncia
técnica).

Critérios de aceitagdo do ensaio

— Amostras de controlo positivas e negativas ensaiadas em paralelo, situadas num intervalo aceitdvel, com base
nos dados histéricos;

— Se for aplicavel, intervalos aceitdveis das amostras de referéncia de controlo ensaiadas em paralelo, com base nos
dados histéricos.

Colheita e preparagdo dos olhos
— Indicacdo da origem dos olhos (ou seja, da instalagdo na qual foram colhidos);

— Didmetro das cérneas, relacionado com a idade dos animais donde provém e uma medida da adequacio destes
para o ensaio;

— Condigdes de armazenagem e de transporte dos olhos (data-hora da colheita dos olhos, tempo decorrido até ao
inicio dos ensaios, meios de transporte e condi¢des de temperatura durante o transporte, antibi6ticos
eventualmente utilizados etc.);

— Preparagio e montagem das cdérneas de bovino, incluindo informacdes sobre a qualidade das corneas,
a temperatura dos suportes de cornea e os critérios de selegdo das corneas utilizadas no ensaio.

Protocolo de ensaio
— Nuamero de replicados utilizados;

— Identificagdo das amostras de controlo negativa e positiva utilizadas (e das amostras de controlo de referéncia e
do solvente, se for caso disso);

— Concentragdo(des) do produto quimico em estudo, aplicacdo deste, tempo de exposi¢do e tempo de incubagdo
ap6s a exposicao;

— Descri¢do dos critérios de avaliacio e de decisio utilizados;
— Descri¢do dos critérios de aceitagdo do estudo utilizados;
— Descricdo de eventuais modificacdes ao protocolo do ensaio;

— Descri¢do dos critérios de decisdo utilizados.
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Resultados

— Quadro dos resultados correspondentes a cada amostra em estudo (por exemplo: valores de opacidade e de
DO,,, ¢ valor calculado da IVIS para o produto quimico em estudo e para as amostras de controlo positivas,
negativas e de referéncia (se for o caso), sob a forma de quadro, incluindo os dados correspondentes aos
replicados efetuados, e médias + desvio-padrdo para cada ensaio);

— Descri¢do de outros efeitos eventualmente observados;
— Classificac¢do in vitro segundo o sistema GHS da ONU, se for o caso.
Discussdo dos resultados

Conclusdes

REFERENCIAS

1) ICCVAM (2006). Test Method Evaluation Report — In Vitro Ocular Toxicity Test Methods for Identifying
Ocular Severe Irritants and Corrosives. Interagency Coordinating Committee on the Validation of Alternative
Methods (ICCVAM) and the National Toxicology Program (NTP) Interagency Center for the Evaluation of
Alternative Toxicological Methods (NICEATM). NIH Publication No.: 07-4517. Disponivel em: [http:/[/iccvam.
niehs.nih.gov/methods/ocutox/ivocutox/ocu_tmer.htm].

2) ICCVAM (2010). ICCVAM Test Method Evaluation Report: Current Validation Status of In Vitro Test Methods
Proposed for Identifying Eye Injury Hazard Potential of Chemicals and Products. NIH Publication No.: 10-7553.
Research Triangle Park, NC. National Institute of Environmental Health Sciences. Disponivel em: [http://iccvam.
niehs.nih.gov/methods/ocutox/MildMod-TMER.htm].

3) OCDE (2013). Streamlined Summary Document supporting the Test Guideline 437 for eye irritation/corrosion.
Series on Testing and Assessment, No.189. OCDE, Paris.

4) ONU (2011). Sistema Mundial Harmonizado de Classificagio e Rotulagem de Produtos Quimicos da ONU
(GHS), ST/SG/AC.10/30 — Rev. 4. Nova lorque e Genebra: Nagdes Unidas. Disponivel em: [http:/[www.unece.
orgftrans/danger/publi/ghs/ghs_rev04/04files_e.html].

5) Scott, L., Eskes, C., Hoffmann, S., Adriaens, E., Alépée, N., Bufo, M., Clothier, R., Facchini, D., Faller, C., Guest,
R., Harbell, J., Hartung, T., Kamp, H., Le Varlet, B., Meloni, M., McNamee, P., Osborne, R., Pape, W., Pfannen-
becker, U., Prinsen, M., Seaman, C., Spielman, H., Stokes, W., Trouba, K., Van den Berghe, C., Van Goethem, F.,
Vassallo, M., Vinardell, P., Zuang, V. (2010). A proposed eye irritation testing strategy to reduce and replace in
vivo studies using Bottom-Up and Top-Down approaches. Toxicol. in Vitro, 24:1-9.

6) ICCVAM (2006). ICCVAM Recommended BCOP Test Method Protocol. In: ICCVAM Test Method Evaluation
Report — in vitro Ocular Toxicity Test Methods for Identifying Ocular Severe Irritants and Corrosives.
Interagency Coordinating Committee on the Validation of Alternative Methods (ICCVAM) and the National
Toxicology Program (NTP) Interagency Center for the Evaluation of Alternative Toxicological Methods
(NICEATM). NIH Publication No.. 07-4517. Disponivel em: [http://iccvam.niehs.nih.gov/methods/ocutox/
ivocutox/ocu_tmer.htm].

7) ICCVAM (2010). ICCVAM Recommended BCOP Test Method Protocol. In: [CCVAM Test Method Evaluation
Report — Current Validation Status of In Vitro Test Methods Proposed for Identifying Eye Injury Hazard
Potential of Chemicals and Products. Interagency Coordinating Committee on the Validation of Alternative
Methods (ICCVAM) and the National Toxicology Program (NTP) Interagency Center for the Evaluation of
Alternative Toxicological Methods (NICEATM). NIH Publication No.: 10-7553A. Disponivel em: http://iccvam.
niehs.nih.gov/methods/ocutox/MildMod-TMER.htm.

8) INVITTOX (1999). Protocol 124: Bovine Corneal Opacity and Permeability Assay — SOP of Microbiological
Associates Ltd. Ispra, Itdlia: Centro Europeu de validagio de métodos alternativos (ECVAM).

9) Gautheron, P., Dukic, M., Alix, D., Sina, J.F. (1992) Bovine corneal opacity and permeability test: An in vitro
assay of ocular irritancy. Fundam. Appl. Toxicol., 18:442-449.


http://iccvam.niehs.nih.gov/methods/ocutox/ivocutox/ocu_tmer.htm
http://iccvam.niehs.nih.gov/methods/ocutox/ivocutox/ocu_tmer.htm
http://iccvam.niehs.nih.gov/methods/ocutox/MildMod-TMER.htm
http://iccvam.niehs.nih.gov/methods/ocutox/MildMod-TMER.htm
http://www.unece.org/trans/danger/publi/ghs/ghs_rev04/04files_e.html
http://www.unece.org/trans/danger/publi/ghs/ghs_rev04/04files_e.html
http://iccvam.niehs.nih.gov/methods/ocutox/ivocutox/ocu_tmer.htm
http://iccvam.niehs.nih.gov/methods/ocutox/ivocutox/ocu_tmer.htm
http://iccvam.niehs.nih.gov/methods/ocutox/MildMod-TMER.htm
http://iccvam.niehs.nih.gov/methods/ocutox/MildMod-TMER.htm

28.4.2017 Jornal Oficial da Unido Europeia L112/83

10) Prinsen, MK. (2006). The Draize Eye Test and in vitro alternatives; a left-handed marriage? Toxicol. in Vitro,
20:78-81.

11) Siegel, J.D., Rhinehart, E., Jackson, M., Chiarello, L., the Healthcare Infection Control Practices Advisory
Committee (2007). Guideline for Isolation Precautions: Preventing Transmission of Infectious Agents in
Healthcare Settings. Disponivel em: [http://www.cdc.gov/ncidod/dhqp/pdf].

12) Maurer, JK., Parker, R.D., Jester, J.V. (2002). Extent of corneal injury as the mechanistic basis for ocular
irritation: key findings and recommendations for the development of alternative assays. Reg. Tox. Pharmacol.,
36:106-117.

13) OCDE (2011). Guidance Document on The Bovine Corneal Opacity and Permeability (BCOP) and Isolated
Chicken Eye (ICE) Test Methods: Collection of Tissues for Histological Evaluation and Collection of Data on
Non-severe Irritants. Series on Testing and Assessment, No. 160. Adoptado em 25 de outubro de 2011.
Organizacio de Cooperagio e de Desenvolvimento Econémicos (OCDE), Paris.

14) Doughty, MJ., Petrou, S., Macmillan, H. (1995). Anatomy and morphology of the cornea of bovine eyes from
a slaughterhouse. Can. J. Zool., 73:2159-2165.

15) Collee, J., Bradley, R. (1997). BSE: A decade on — Part I. The Lancet, 349:636-641.

16) Sina, J.F.,, Galer, D.M., Sussman, R.S., Gautheron, P.D., Sargent, E.V., Leong, B., Shah, P.V,, Curren, R.D., Miller,
K. (1995). A collaborative evaluation of seven alternatives to the Draize eye irritation test using pharmaceutical
intermediates. Fundam. Appl. Toxicol., 26:20-31.

17) Capitulo B.5 deste anexo, drritagdo/corrosdo ocular agudas».

18) ICCVAM (2006). Current Status of In Vitro Test Methods for Identifying Ocular Corrosives and Severe Irritants:
Bovine Corneal Opacity and Permeability Test Method. NIH Publication No.: 06-4512. Research Triangle Park:
National Toxicology Program. Disponivel em: [http://iccvam.niehs.nih.gov/methods/ocutox/ivocutox/ocu_brd_
beop.htm].

19) OCDE (1998). Series on Good Laboratory Practice and Compliance Monitoring, No. 1. OECD Principles on
Good Laboratory Practice (revisto em 1997).

Disponivel em: http:/[www.oecd.org/document/63/0,3343,en_2649_34381_2346175_1_1_1_1,00.html


http://www.cdc.gov/ncidod/dhqp/pdf
http://iccvam.niehs.nih.gov/methods/ocutox/ivocutox/ocu_brd_bcop.htm
http://iccvam.niehs.nih.gov/methods/ocutox/ivocutox/ocu_brd_bcop.htm
http://www.oecd.org/document/63/0,3343,en_2649_34381_2346175_1_1_1_1,00.html

L112/84 Jornal Oficial da Unido Europeia 28.4.2017

Apéndice 1

DEFINICOES

Exatiddo: Grau de acordo entre os resultados do método de ensaio e os valores de referéncia aceites. Constitui uma
medida da eficiéncia do método e um dos aspetos da «adequagdo». Este termo e o termo «concordancia» sdo muitas
vezes utilizados indistintamente para indicar a proporg¢do de resultados corretos do método de ensaio.

Produto quimico de referéncia: Produto quimico utilizado como padrio de comparagio com o produto quimico
em estudo. Deve ter as seguintes propriedades: i) origem ou origens uniformes e fidveis; ii) similaridade estrutural e
funcional com a classe de produtos quimicos em estudo; iii) caracteristicas fisico-quimicas conhecidas; iv) disponibi-
lidade de dados sobre os efeitos conhecidos; v) poténcia conhecida situada na gama de reagdo pretendida.

Abordagem ascendente: Metodologia por etapas utilizada para produtos quimicos que se pense ndo necessitarem
de ser classificados em termos de irritagdo ocular nem de lesdes oculares graves; inicia-se com a determinacdo de
produtos quimicos que ndo carecam de classificacdo (resultado negativo) a partir de outros produtos quimicos
(resultado positivo).

Produto quimico: Substincia ou mistura.

Cornea: Parte anterior transparente do globo ocular que recobre a iris e a pupila e deixa passar a luz para
o interior.

Opacidade da cérnea: Medida do grau de opacidade da cérnea depois de exposta ao produto quimico em estudo.
Um aumento de opacidade da cérnea é indicador de lesdo da cornea. A opacidade pode ser avaliada subjetivamente,
como no ensaio ocular no coelho pelo método de Draize, ou objetivamente, utilizando um instrumento como um
«opacimetro».

Permeabilidade da cérnea: Medicdo quantitativa da lesdo epitelial da cornea por determinagio da quantidade do
corante fluoresceina de s6dio que atravessa todas as camadas celulares da cornea.

Irritagdo ocular: Alteragdes oculares em consequéncia da aplicagio do produto quimico em estudo na superficie
anterior do olho, totalmente reversiveis nos 21 dias apds a aplicagdo. Este termo e os termos «efeitos oculares
reversiveis» ou «categoria 2 do sistema GHS da ONU» (4) sdo utilizados indistintamente.

Taxa de falsos negativos: Propor¢io dos produtos quimicos positivos que o método de ensaio considera,
erradamente, negativos. E um dos indicadores da eficiéncia dos métodos de ensaio.

Taxa de falsos positivos: Proporcio dos produtos quimicos negativos que o método de ensaio considera,
erradamente, positivos. E um dos indicadores da eficiéncia dos métodos de ensaio.

Perigo: Propriedade intrinseca de um agente ou de uma situacdo, suscetivel de causar efeitos adversos num
organismo, sistema ou (sub)populagdo que seja exposto ao agente em causa.

Pontuacio de irritagdo in vitro (IVIS): Férmula empirica, utilizada no método de ensaio BCOP, que combina os
valores médios de opacidade e de permeabilidade referentes a um grupo de tratamento numa pontuagdo in vitro
Unica para esse grupo. IVIS = valor médio de opacidade + 15 x valor médio de permeabilidade.

Efeitos oculares irreversiveis: Ver «Lesdes oculares graves».
Mistura: Mistura ou solu¢do constituida por duas ou mais substancias que nela nio reagem (4).

Amostra de controlo negativa: Replicado ndo-tratado que contém todos os componentes do sistema de ensaio.
Esta amostra é ensaiada juntamente com as amostras tratadas com o produto quimico em estudo e as outras
amostras de controlo, para determinar se o solvente interage com o sistema de ensaio.
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Nio-classificado: Produtos quimicos nio classificados em termos de irritagdo ocular (categorias 2, 2A ou 2B do
sistema GHS da ONU) nem de lesdes oculares graves (categoria 1 do sistema GHS da ONU). Designagio utilizada
indistintamente com a classificacdo «nenhuma categoria no sistema GHS da ONU».

Opacimetro: Instrumento utilizado para medir a «opacidade da cérnea» por determinagio quantitativa da luz
transmitida através da cérnea. Normalmente, o instrumento tem dois compartimentos, dispondo cada um deles de
uma fonte luminosa e de uma célula fotoelétrica. Um compartimento é utilizado para a cérnea tratada e o outro
para calibrar o instrumento e regular o zero deste. Envia-se luz de uma lampada de halogéneo, através de um
compartimento de controlo (cAmara vazia, sem janelas nem liquido), para uma célula fotoelétrica e compara-se com
a luz igualmente enviada para uma célula fotoelétrica através do compartimento experimental, que compreende
a cdmara na qual se colocou a cornea. O dispositivo compara a luz transmitida para as células fotoelétricas,
determina a diferenca e exibe o valor numérico da opacidade num visor digital.

Amostra de controlo positiva: Replicado que contém todos os componentes do sistema de ensaio e foi tratado
com um produto quimico que comprovadamente induz reagdo positiva. Para que possa determinar-se a variabilidade,
ao longo do tempo, da reagdo a esta amostra de controlo, essa reagdo ndo deve ser excessivamente forte.

Efeitos oculares reversiveis: Ver «rritacio ocular».

Fiabilidade: Medida em que, utilizando o mesmo protocolo, um método de ensaio pode ser continuadamente
reproduzido no mesmo laboratério e em laboratérios diferentes. A fiabilidade é avaliada com base nos valores
calculados das reprodutibilidades intralaboratorial e interlaboratorial, bem como da repetibilidade intralaboratorial.

Lesdes oculares graves: Lesdo do tecido ocular ou degradacio grave da visdo em consequéncia da aplicagdo do
produto quimico em estudo na superficie anterior do olho, ndo totalmente reversivel nos 21 dias apds a aplicacio.
Este termo e os termos «efeitos oculares irreversiveis» ou «categoria 1 do sistema GHS da ONU>» (4) sdo utilizados
indistintamente.

Amostra de controlo do solvente/excipiente: Amostra nio-tratada que contém todos os componentes do
sistema de ensaio, incluindo o solvente ou excipiente, e ¢ ensaiada, juntamente com as amostras tratadas com
o produto quimico em estudo e as outras amostras de controlo, para estabelecer a linha de base de reagio para as
amostras tratadas com o produto quimico em estudo, dissolvido no mesmo solvente ou excipiente. Quando
ensaiada em paralelo com uma amostra de controlo negativa, esta amostra também permite determinar se
o solvente ou excipiente interage com o sistema de ensaio.

Substincia: Elemento quimico ou composto de um elemento quimico no estado natural ou obtido por qualquer
processo de produgio, incluindo qualquer aditivo necessirio para preservar a estabilidade do produto e qualquer
impureza derivada do processo utilizado, mas excluindo solventes que possam ser separados sem afetar
a estabilidade da substincia nem lhe modificar a composi¢do (4).

Agente tensioativo: Substincia, como um detergente, capaz de reduzir a tensdo superficial de liquidos,
permitindo-lhes formar espumas ou penetrar em sdlidos; igualmente designado por «agente molhante».

Mistura com agentes tensioativos: No contexto deste método de ensaio, é uma mistura que contém um ou mais
agentes tensioativos em concentragdo final superior a 5 %.

Abordagem descendente: Metodologia por etapas utilizada para produtos quimicos que se suspeite causarem
lesdes oculares graves; inicia-se com a determinagio de produtos quimicos que induzam lesdes oculares graves
(resultado positivo) a partir de outros produtos quimicos (resultado negativo).

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

Estratégia de ensaio sequencial por etapas: Estratégia sequencial de ensaio em que, seguindo uma ordem
estabelecida, se avalia toda a informacdo disponivel sobre o produto quimico em estudo, por um processo baseado
na ponderacdo da suficiéncia da prova em cada etapa, com o objetivo de determinar se hd informacio suficiente
para uma decisio de classificagio de perigosidade antes de passar a etapa seguinte. Se a informacdo existente
possibilitar a atribui¢do de um potencial de irritagio ao produto quimico em estudo, ndo serdo necessdrios mais
ensaios. Se a informagdo existente ndo possibilitar a atribui¢io de um potencial de irritacio ao produto quimico em
estudo, procede-se a uma série de ensaios sequenciais em animais até ser possivel atribuir uma classificacdo
inequivoca.



L112/86 Jornal Oficial da Unido Europeia 28.4.2017

Sistema Mundial Harmonizado de Classificacgio e Rotulagem de Produtos Quimicos (GHS): Sistema
(designado em inglés por Globally Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals) que propde a classi-
ficacdo dos produtos quimicos (substancias e misturas) em funcio de tipos e niveis normalizados de perigos fisicos,
sanitdrios e ambientais e trata ainda dos elementos de comunicacio correspondentes, como pictogramas, palavras-
-sinal, adverténcias de perigo, recomendacdes de prudéncia e fichas de dados de seguranca, de modo a transmitir
informagdes sobre os efeitos indesejaveis do produto em causa, com vista a protegdo das pessoas (empregadores,
trabalhadores, transportadores, consumidores, pessoal dos servicos de emergéncia etc.) e do ambiente (4).

Categoria 1 do sistema GHS da ONU: Ver «Lesdes oculares graves».
Categoria 2 do sistema GHS da ONU: Ver drritacdo ocular».

Nenhuma categoria no sistema GHS da ONU: Produtos quimicos que ndo preenchem os requisitos da classi-
ficacdo nas categorias 1 ou 2 (2A ou 2B) do sistema GHS da ONU. Este termo e o termo «ndo-classificado» sdo
utilizados indistintamente.

Método de ensaio validado: Método de ensaio relativamente ao qual foram concluidos estudos de validagio com
vista a determinar a sua adequagio (incluida a exatiddo) e a sua fiabilidade para um determinado fim. Importa
referir que um método de ensaio validado pode ndo ser suficientemente exato e fidvel para se considerar aceitdvel
para o fim pretendido.

Ponderacio da suficiéncia da prova: Processo que consiste em ponderar os pontos fortes e os pontos fracos dos
vérios elementos de informacgdo para tirar conclusdes fundamentadas sobre o potencial de perigosidade do produto
quimico.
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Apéndice 2

CAPACIDADE DE PREVISAO DO METODO DE ENSAIO BCOP

Quadro 1

Capacidade de previsio do método BCOP na identificacio de produtos quimicos indutores de lesdes
oculares graves [categoria 1 ou ndo (categoria 2 + nenhuma categoria) no sistema GHS da ONU/CRE da UE;

categoria I ou ndo (categoria II + categoria III + categoria IV) no sistema EPA dos E.U.A.].

Sistema
de clas-
sificacdo

Exatidio

Sensibilidade

Falsos negativos

Especificidade

Falsos positivos

% N.

%

N.

%

N.°

%

N.

%

N.o

Sistema
GHS da
ONU

Sistema
CRE da
UE

191

78,53 | 150/191

86,15

56/65

13,85

9/65

74,60

94/126

25,40

32/126

Sistema
EPA dos
E.U.A.

190

78,95 | 150/190

85,71

54/63

14,29

75,59

96/127

24,41

31/127

Quadro 2

Capacidade de previsio do método BCOP na identificagio de produtos quimicos que ndo necessitam de ser
classificados em termos de irritacio ocular nem de lesdes oculares graves («ndo-irritantes») [nenhuma
categoria ou ndo (categoria 1 + categoria 2) no sistema GHS da ONU/CRE da UE; categoria IV ou ndo
(categoria I + categoria II + categoria III) no sistema EPA dos E.U.A.].

Sistema
de clas-
sificacdo

Exatiddo

Sensibilidade

Falsos negativos

Especificidade

Falsos positivos

% N.o

%

N.e

%

N.e

%

N.e

%

N.o

Sistema
GHS da
ONU

Sistema
CRE da
UE

196

68,88 | 135/196

100

107/107

0

0/107

31,46

28/89

68,54

61/89

Sistema
EPA dos
E.U.A.

190

82,11 | 156/190

93,15

136146

6,85

10/146

45,45

2044

54,55

24/44
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Apéndice 3

PRODUTOS QUIMICOS RECOMENDADOS PARA DEMONSTRACAO DE COMPETENCIA TECNICA NO
METODO DE ENSAIO DE OPACIDADE E PERMEABILIDADE DA CORNEA EM BOVINOS (BCOP)

Antes de este método de ensaio passar a ser utilizado por rotina, os laboratérios devem comprovar a sua
competéncia técnica identificando corretamente a classificagdo de perigosidade ocular dos 13 produtos quimicos
recomendados no quadro 1. Estes produtos quimicos foram selecionados de modo a representarem a gama de
reagdes de perigo ocular obtidas no ensaio ocular in vivo no coelho (TG 405) (17), com base no sistema de classi-
ficacio GHS da ONU (categorias 1, 2A, 2B ou ndo-classificado) (4). Outros critérios de selecio foram a disponibi-
lidade do produto quimico no comércio, a existéncia de dados de referéncia in vivo de alta qualidade e a existéncia
de dados in vitro de alta qualidade pelo método BCOP. O Streamlined Summary Document (3) e o Background Review
Document do ICCVAM relativo ao método de ensaio BCOP (2) (18) contém dados de referéncia.

Quadro 1

Produtos quimicos recomendados para demonstracio de competéncia técnica no método BCOP.

o N. CAS o Classificacdo i Classificagdo pel
Produto quimico (CASRN) Classe quimica (') Fase assvli;ga(%a om ;Séstlolégg;(éggo
Cloreto de benzalcé- | 8001-54-5 | Sal de aménio qua- | Liquida | Categoria 1 Categoria 1
nio (5 %) terndrio
Clorexidina 55-56-1 | Amina, amidina Solido | Categoria 1 Categoria 1
Acido dibenzoil-L- 2743-38-6 | Acido carboxilico, Sélida | Categoria 1 Categoria 1
-tartdrico éster
Imidazole 288-32-4 | Composto hetero- Solida | Categoria 1 Categoria 1
ciclico
Acido tricloroacé- 76-03-9 | Acido carboxilico Liquida | Categoria 1 Categoria 1
tico (30 %)
Cloreto de 2,6-diclo- | 4659-45-4 | Halogeneto de Liquida | Categoria 2A Previsdo exata/fidvel
robenzoilo acilo impossivel
2-Metilacetoacetato 609-14-3 | Cetona, éster Liquida | Categoria 2B Previsdo exata/fidvel
de etilo impossivel
Nitrato de amoénio 6484-52-2 | Sal inorganico Solida | Categoria 2 () Previsdo exata/fidvel
impossivel

EDTA, sal dipotds- 25102-12-9 | Amina, 4cido car- Solida Nio-classificado Nio-classificado
sico boxilico (sal)
Tween 20 9005-64-5 | Ester, poliéter Liquida | Nao-classificado Nao-classificado
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o N. CAS o Classificagdo i Classificagdo pel
Produto quimico (CASRN) Classe quimica (') Fase assvli;ga(%a om ;sés;(;ggg;%g;o
2-Mercaptopirimi- 1450-85-7 | Halogeneto de Solida | Néo classificado Nio classificado
dina acilo
Fenilbutazona 50-33-9 | Composto hetero- Solida | Nao-classificado Nao-classificado
ciclico

Eter laurilico de po- | 9002-92-0 | Alcool Liquida | Nio-classificado Nao-classificado

lioxietileno (23)
(BRI 35) (10 %)

Abreviaturas: CASRN = Ntmero de registo do Chemical Abstracts Service.
(") Os produtos quimicos foram classificados em classes quimicas segundo um sistema normalizado, com base nos Medical Subject
Heading («classificadores de temas médicos», MeSH) da Biblioteca Nacional de Medicina dos Estados Unidos da América (http//
www.nlm.nih.gov/mesh).

() Com base nos resultados do ensaio ocular in vivo no coelho (TG 405 da OCDE) (17) e no sistema GHS da ONU (4).
(}) A classificagdo na categoria 2A ou 2B depende da interpretagdo do critério do sistema GHS da ONU para distinguir estas cate-

gorias: se para a classificagdo 2A poder ser atribuida é necessdrio que 1 em 3 ou que 2 em 3 animais exibam efeitos ao sétimo
dia. O estudo in vivo incidiu em 3 animais. Todos os animais recuperaram para a pontuagdo 0 ao sétimo dia, ou antes, em to-
dos os pardmetros, exceto a vermelhiddo da conjuntiva num animal. Ao sétimo dia, este animal apresentava vermelhiddo da

conjuntiva com pontuagdo 1; ao décimo dia, estava totalmente recuperado.
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Apéndice 4

SUPORTE DE CORNEA PARA O ENSAIO BCOP

Os suportes de cornea utilizados no método BCOP sio feitos de um material inerte (por exemplo, polipropileno) e
constituidos por duas metades (uma anterior e outra posterior), possuindo duas cidmaras cilindricas internas
semelhantes. Estd previsto cada cdmara conter um volume de cerca de 5 ml. A cdmara termina numa janela de
vidro, através da qual sdo efetuadas as medigdes de opacidade. As dimensdes interiores de cada cdmara sdo 1,7 cm
de didmetro e 2,2 cm de profundidade ('). Para evitar fugas, aplica-se uma anilha na cadmara posterior. Coloca-se
a cornea sobre a anilha da cdmara posterior, com a parte endotelial voltada para esse lado, e aplica-se a cAmara
anterior sobre a parte epitelial da cornea. As cAmaras sdo fixadas com trés parafusos periféricos de ago inoxidével.
Na extremidade de cada cAmara existe uma janela de vidro, que pode ser retirada para facilitar o acesso a cérnea.
Novamente para evitar fugas, coloca-se uma anilha entre cada cAmara e a janela de vidro. Para se poder introduzir e
remover o meio de ensaio e os produtos quimicos em estudo, hd na parte superior de cada cidmara dois orificios,
que sdo fechados com tampas de borracha durante os periodos de tratamento e de incubagdo. A transmissdo de luz
através dos suportes de cornea pode alterar-se porque o desgaste ou a acumulagio de residuos de determinados
produtos quimicos nos orificios da cdmara interna ou na janela de vidro podem afetar a refletancia ou a dispersdo
da luz. Em consequéncia, a transmissdo de luz através dos suportes de cdrnea correspondente a linha de base pode
aumentar ou diminuir (e as leituras de opacidade correspondentes podem diminuir ou aumentar), podendo
observar-se diferengas significativas em determinadas cdmaras, nas mediges iniciais de opacidade da cérnea, relati-
vamente ao esperado para a linha de base (isto é os valores iniciais de opacidade da cérnea em determinados
suportes de cornea podem facilmente apresentar uma diferenca de duas ou trés unidades de opacidade em relacio
aos valores de linha de base esperados). O laboratério deve ponderar por em pratica um programa de avaliagdo das
variagdes de transmissdo de luz através dos suportes de cornea, em fungdo da natureza dos produtos quimicos
ensaiados e da frequéncia de utilizacdo das cdmaras. Para determinar os valores correspondentes a linha de base, os
suportes de cornea podem ser verificados antes de comegarem a ser utilizados, medindo os valores de opacidade
(ou de transmissdo de luz) correspondentes a linha de base das cdmaras cheias com o meio completo, mas sem as
corneas. Em seguida, verifica-se periodicamente, durante a utilizagdo, se a transmissdo de luz através dos suportes
de cérnea sofreu alguma variacdo. O laboratério pode estabelecer a frequéncia desta verificagdo dos suportes de
cornea, com base nos produtos quimicos ensaiados, na frequéncia de utilizacdo e nas variagdes observadas nos
valores de linha de base de opacidade da cdrnea. Caso se observem variacdes significativas da transmissdo de luz
através dos suportes de cornea, serd necessdrio ponderar a aplicagdo de procedimentos adequados de limpeza efou
polimento da superficie interna dos ditos suportes ou mesmo a sua substituicio.

Suporte de cérnea: Diagrama expandido.

glass disc

PTFE-O-ring

glass disc

posterior compartment

anterior compartment

fixing screws

() Estas dimensdes referem-se a suportes de cornea utilizados para vacas com idade compreendida entre 12 e 60 meses. Se a idade dos
animais se situar entre 6 e 12 meses, o suporte deve estar preparado para que cada cimara possa receber um volume de 4 ml, sendo as
dimensdes internas da cAmara de 1,5 cm de diametro e 2,2 cm de profundidade. E muito importante que, em qualquer novo suporte de
cérnea que venha a ser concebido, a razdo entre a superficie de cornea exposta e o volume da cadmara posterior seja idéntica a que se
verifica nos suportes de cérnea convencionais. Isto é necessirio para garantir que os valores de permeabilidade sdo determinados
corretamente para o calculo do IVIS pela formula proposta.
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Apéndice 5

OPACIMETRO

Trata-se de um dispositivo que mede a transmissio de luz. No caso do equipamento OP-KIT da Electro Design
(Riom, Franca) utilizado na validacdo do método de ensaio BCOP, envia-se luz de uma lampada de halogéneo,
através de um compartimento de controlo (cAmara vazia, sem janelas nem liquido), para uma célula fotoelétrica e
compara-se com a luz igualmente enviada para uma célula fotoelétrica através do compartimento experimental, que
compreende a cdmara na qual se colocou a cérnea. O dispositivo compara a luz transmitida para as células fotoelé-
tricas, determina a diferenca e exibe o valor numérico da opacidade num visor digital. Estabelecem-se as unidades
de opacidade. Podem ser utilizados outros tipos de opacimetro, com uma configuracdo diferente (por exemplo: que
ndo exijam a medicdo em paralelo do compartimento de controlo e do compartimento experimental), se comprova-
damente derem resultados similares aos do equipamento validado.

O opacimetro deve responder linearmente num intervalo de valores de opacidade que cubra os limites utilizados
para todas as classificacdes descritas no modelo de previsdo (ou seja, até ao limite de corrosdolirritagdo severa). Para
obter uma escala de leitura linear e exata até 75-80 unidades de opacidade, é necessdrio calibrar o opacimetro com
uma série de calibradores. Para isso, colocam-se calibradores na cdmara de calibracio (cdmara de suporte de cérnea
concebida para a inser¢do de calibradores) e efetuam-se as leituras correspondentes com o opacimetro. A cdmara de
calibracio é desenhada de modo que os calibradores nela sejam inseridos a uma distancia entre a fonte de luz e
a célula fotoelétrica aproximadamente igual a utilizada nas medi¢des de opacidade com cérneas. Os valores de
referéncia e o ponto de regulagio inicial dependem do tipo de equipamento. E necessirio aplicar a cada
instrumento os procedimentos adequados para garantir a linearidade das medi¢des de opacidade. Por exemplo, no
caso do equipamento OP-KIT da Electro Design (Riom, Franga), comega-se por calibrar o zero do opacimetro
utilizando a cdmara de calibracio sem nenhum calibrador. Em seguida, colocam-se sucessivamente nessa cAmara
trés calibradores diferentes, medindo-se as opacidades respetivas. As leituras de opacidade correspondentes aos
calibradores 1, 2 e 3 devem ser iguais aos respetivos valores estabelecidos — 75, 150 e 225 unidades de opacidade
—, com um desvio de + 5 %.»

13

~

Na parte B, o capitulo B.48 ¢ substituido pelo seguinte texto:

«B.48 Método de ensaio em olhos de frango isolados para identificacio de produtos quimicos indutores de
lesdes oculares graves e de produtos quimicos que ndo necessitem de ser classificados em termos de
irritacio ocular nem de lesdes oculares graves

INTRODUCAO

Este método de ensaio ¢é equivalente ao Test Guideline 438 (2013) da OCDE. O método de ensaio em olhos de
frango isolados (Isolated Chicken Eye (ICE)) foi avaliado em 2006 e 2010 pelo ICCVAM (Interagency Coordinating
Committee on the Validation of Alternative Methods), em colaboragdo com o ECVAM (European Centre for the Validation
of Alternative Methods) e o JaCVAM (Japanese Center for the Validation of Alternative Methods) (1) (2) (3). A primeira
avaliagdo permitiu validar cientificamente a utilidade do método de ensaio ICE na despistagem de produtos
quimicos (substincias e misturas) indutores de lesdes oculares graves (categoria 1), conforme defini¢do do Sistema
Mundial Harmonizado de Classificacdo e Rotulagem de Produtos Quimicos (GHS) da ONU (1) (2) (4) e do
Regulamento (CE) n.° 1272/2008, relativo a classificagdo, rotulagem e embalagem de substincias e misturas
(CRE) (). A segunda avaliacdo incidiu na utilidade do método para a despistagem de produtos quimicos nio classi-
ficados em termos de irritacdo ocular nem de lesdes oculares graves, conforme definicdo do sistema GHS da ONU
(3) (4). Os resultados do estudo de validagdo e as recomendagdes do painel de pares avaliadores confirmaram
a recomendacdo inicial no sentido da utilizacdo do método ICE na classificacdo de produtos quimicos indutores de
lesdes oculares graves (categoria 1 do sistema GHS da ONU), pois a base de dados disponivel manteve-se inalterada
desde a primeira validagio pelo ICCVAM. Nessa fase, ndo se recomendou o alargamento do dominio de aplicabi-
lidade do método ICE a outras categorias. Para ajuizar da utilidade do método ICE na identificacio de produtos
quimicos a dispensar de uma classificacdo em termos de irritacdo ocular ou de lesdes oculares graves, reavaliou-se
a série de dados in vitro e in vivo utilizada no estudo de validagdo (5). Concluiu-se dessa reavaliacio que o método

(") Regulamento (CE) n.° 1272/2008 do Parlamento Europeu e do Conselho, de 16 de dezembro de 2008, relativo a classificacdo, rotulagem
e embalagem de substincias e misturas, que altera e revoga as Diretivas 67/548/CEE e 1999/45/CE, e altera o Regulamento (CE)
1.21907/2006 (JOL 353 de 31.12.2008, p. 1).
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ICE também pode ser utilizado na identificacdo de produtos quimicos que ndo necessitem de ser classificados em
termos de irritagdo ocular nem de lesdes oculares graves, conforme defini¢do do sistema GHS da ONU (4) (5).
O presente método inclui as utiliza¢des recomendadas e as limitagdes do método de ensaio ICE decorrentes das
referidas avaliagdes. Principais diferencas entre a versdo inicial de 2009 e a versio atualizada de 2013 do Test
Guideline da OCDE (enumeracdo ndo-exaustiva): utilizacgdo do método ICE na identificacdo de produtos quimicos
que ndo necessitam de ser classificados no sistema de classificacgdo GHS da ONU; atualizagio dos elementos
a constar dos relatérios dos ensaios; atualizacio do apéndice 1, relativo as defini¢des; atualizacio do apéndice 2,
relativo a lista de produtos quimicos recomendados para demonstragio de competéncia técnica.

E geralmente aceite que, no futuro previsivel, ndo estard disponivel nenhum ensaio de irritagio ocular in vitro tnico,
alternativo ao ensaio ocular in vivo pelo método de Draize, para previsdes em toda a gama de irritagdo que cubram
as diferentes classes de produtos quimicos. Porém, a combinacio de virios métodos de ensaio alternativos no
ambito de uma estratégia de ensaio sequencial (por etapas) pode substituir-se ao ensaio ocular pelo método de
Draize (6). A abordagem descendente (7) destina-se a ser utilizada quando, com base nas informacdes disponiveis,
for previsivel que o produto quimico tenha elevado potencial irritante, ao passo que a abordagem ascendente (7) se
destina a ser utilizada quando, com base nas informagdes disponiveis, for previsivel que o produto quimico nio
provoque irritagdo ocular suficiente para que seja necessario classificd-lo. O método de ensaio ICE é um método in
vitro que pode ser utilizado em determinadas circunstancias, respeitadas determinadas limitagdes, como descrito nos
pontos 8 a 10, para classificar e rotular produtos quimicos em fungdo da perigosidade ocular dos mesmos. Embora
ndo se considere, por si s6, uma alternativa vélida ao ensaio ocular in vivo no coelho, o método de ensaio ICE é
recomendado como etapa inicial numa estratégia de ensaio do tipo da abordagem descendente proposta por Scott et
al. (7) para identificar, sem necessidade de ensaios complementares, produtos quimicos indutores de lesdes oculares
graves, isto é, produtos quimicos classificdveis na categoria 1 do sistema GHS da ONU (4). O método ICE ¢
igualmente recomendado para identificar produtos quimicos que ndo necessitem de ser classificados em termos de
irritagdo ocular nem de lesdes oculares graves, conforme defini¢do do sistema GHS da ONU (nenhuma categoria»
NC) (4), pelo que pode constituir a etapa inicial numa estratégia de ensaio como a abordagem ascendente (7).
Todavia, se a aplicacdo do método ICE a um determinado produto quimico ndo permitir prever se este causa lesdes
oculares graves ou que nio é necessario classificd-lo em termos de irritagio ocular nem de lesdes oculares graves,
o produto quimico em causa terd de ser sujeito a ensaios adicionais (in vitro efou in vivo) para determinar a classi-
ficacdo definitiva. Por outro lado, as autoridades reguladoras competentes devem ser consultadas antes de se utilizar
o método ICE numa abordagem ascendente no dmbito de sistemas de classificacdo diversos do sistema GHS da
ONU.

Na descricio deste método de ensaio, pretende-se explicar o processo utilizado para avaliar o potencial de
perigosidade ocular de um produto quimico, medido pela capacidade deste de induzir toxicidade em olhos de
frango desorbitados. Medem-se os efeitos téxicos na cérnea do seguinte modo: i) avaliagio qualitativa da opacidade;
ii) avaliacdo qualitativa das lesdes epiteliais apds aplicagdo de fluoresceina ao olho (retengdo da fluoresceina); iii)
determinagdo quantitativa do espessamento (edema); iv) avaliacio qualitativa das lesGes morfoldgicas macroscopicas
na superficie. Apds exposicdo ao produto quimico em estudo, avaliam-se separadamente a opacidade, o edema e as
lesdes da cornea; em seguida, combinam-se os resultados a fim de obter a classificacdo de irritagdo ocular.

Estabelecem-se defini¢des no apéndice 1.

CONSIDERACOES INICIAIS E LIMITACOES

Este método de ensaio baseia-se no protocolo proposto no documento de orientacdes n.° 160 da OCDE (8), que foi
elaborado no seguimento de um estudo de validacio internacional do ICCVAM (1) (3) (9) e contou com contributos
do ECVAM (European Centre for the Validation of Alternative Methods), do JaCVAM (Japanese Center for the Validation of
Alternative Methods) e do Quality of Life Department of Toxicology and Applied Pharmacology do TNO (Paises Baixos).
O protocolo baseia-se na informagio obtida nos protocolos publicados e no protocolo que estd a ser utilizado pelo
TNO (10) (11) (12) (13) (14).

Durante a validagdo deste método de ensaio, ensaiou-se uma vasta gama de produtos quimicos, contando a base de
dados empirica do estudo de validagdo com 152, distribuidos por 72 substincias e 80 misturas (5). O método é
aplicavel a sélidos, liquidos, emulsdes e géis. Os liquidos podem ser aquosos ou nio e os sélidos podem ser solaveis
ou insoltveis em dgua. O estudo de validagdo ainda ndo incidiu em gases e aerossois.
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O método ICE pode ser utilizado para identificar produtos quimicos indutores de lesdes oculares graves, ou seja,
produtos quimicos classificdveis na categoria 1 do sistema GHS da ONU (4). As limitagdes identificadas do método
ICE, quando utilizado com essa finalidade, decorrem da elevada taxa de falsos positivos, no caso dos édlcoois, e das
elevadas taxas de falsos negativos, no caso dos sélidos e dos agentes tensioativos (1) (3) (9). As taxas de falsos
negativos obtidas neste contexto (identificacio de produtos quimicos da categoria 1 do sistema GHS da ONU como
ndo pertencentes a essa categoria) ndo constituem aspeto critico, porque os produtos quimicos que o ensaio
considere negativos sdo seguidamente ensaiados por outros métodos in vitro adequadamente validados ou, em
derradeira opgdo, no coelho, conforme as exigéncias normativas, por recurso a uma estratégia de ensaio sequencial
baseada na ponderacdo da suficiéncia da prova. Importa salientar que os sélidos podem gerar condigdes de
exposi¢do varidveis e extremas no ensaio de irritagdo ocular in vivo pelo método de Draize, o que é suscetivel de
falsear as previsdes do real potencial de irritagdo (15). Os investigadores podem ponderar o recurso a este método
de ensaio para todos os tipos de produtos quimicos, aceitando um resultado positivo como indicativo de lesdes
oculares graves, ou seja, merecedoras da classificacio 1 do sistema GHS da ONU sem necessidade de ensaios
complementares. Porém, os resultados positivos obtidos no caso de dlcoois devem ser interpretados com cautela,
devido ao risco de ndo serem efetivamente positivos em todos os casos que o indiciem.

Quando utilizado para identificar produtos quimicos indutores de lesdes oculares graves (categoria 1 do sistema
GHS da ONU), a exatiddo global do método ICE é de 86 % (120/140), a taxa de falsos positivos é de 6 % (7/113) e
a taxa de falsos negativos é de 48 % (13/27), comparativamente aos dados obtidos pelo método de ensaio ocular in
vivo no coelho, classificados de acordo com o sistema de classificacgio GHS da ONU (4) (5).

Também pode recorrer-se a0 método ICE para identificar produtos quimicos que ndo necessitem de ser classificados
em termos de irritagdo ocular nem de lesdes oculares graves no sistema de classificacgdo GHS da ONU (4). As
autoridades reguladoras competentes devem ser consultadas antes de se utilizar o método ICE numa abordagem
ascendente no ambito de outros sistemas de classificagdo. Pode recorrer-se a este método de ensaio para todos os
tipos de produtos quimicos, aceitando que um resultado negativo constitua razio para ndo classificar o produto
quimico em termos de irritacdo ocular nem de lesdes oculares graves. Todavia, um dos resultados da base de dados
de validagdo indicia que as tintas antivegetativas com solventes orgdnicos podem ser subavaliadas (5).

Quando utilizado para identificar produtos quimicos que ndo necessitem de ser classificados em termos de irritacdo
ocular nem de lesdes oculares graves, a exatiddo global do método ICE é de 82 % (125/152), a taxa de falsos
positivos é de 33 % (26/79) e a taxa de falsos negativos é de 1 % (1/73), comparativamente aos dados obtidos pelo
método de ensaio ocular in vivo no coelho, classificados de acordo com o sistema de classificagio GHS da ONU (4)
(5). Excluindo da base de dados determinados produtos quimicos de certas classes (tintas antivegetativas com
solventes organicos), a exatiddo do método ICE ¢ de 83 % (123/149), a taxa de falsos positivos é de 33 % (26/78) e
a taxa de falsos negativos é de 0 % (0/71), no sistema de classificacido GHS da ONU (4) (5).

Devido ao niimero considerdvel de produtos quimicos da categoria 1 do sistema GHS da ONU subclassificados na
categoria 2, 2A ou 2B do mesmo sistema e de produtos quimicos de «nenhuma categoria» do sistema GHS
sobreclassificados na categoria 2, 2A ou 2B desse sistema, ndo se recomenda o recurso ao método ICE na identi-
ficacdo de produtos quimicos que devam ser classificados de irritantes oculares (categoria 2 ou 2A do sistema GHS
da ONU) nem de produtos quimicos que devam ser classificados de irritantes oculares moderados (categoria 2B do
sistema GHS da ONU). Nesses casos, podem ser necessdrios ensaios complementares por outro método, que seja
adequado.

Na manipulacio de olhos de frango devem seguir-se as regras e procedimentos estabelecidos no laboratério para
a manipulacio de matérias de origem humana ou animal (tecidos, fluidos bioldgicos etc.). Recomenda-se
a aplicacdo das precaugdes gerais inerentes a prética laboratorial (16).



L 112/94 Jornal Oficial da Unido Europeia 28.4.2017

Embora ndo tenha em conta as lesdes na conjuntiva nem na fris, avaliadas pelo método da irritagio ocular no
coelho, 0 método ICE tem em conta os efeitos na cornea, fator principal do sistema de classificagio GHS da ONU
em funcdo dos efeitos in vivo. Por outro lado, embora a reversibilidade das lesdes da cérnea ndo possa ser avaliada
per se no método ICE, propds-se, com base em estudos oculares no coelho, a possibilidade de se recorrer a avaliacio
da profundidade inicial da lesdo da cdrnea para identificar alguns tipos de efeitos irreversiveis (17). Sdo necessdrios
mais estudos cientificos para, nomeadamente, se compreender a ocorréncia de efeitos irreversiveis nio associados
a lesdes iniciais importantes. Por dltimo, o método ICE ndo permite avaliar o potencial de toxicidade sistémica
associado a exposigdo ocular.

Este método de ensaio serd atualizado periodicamente em fungdo de novos dados e informagdes. Por exemplo,
a histopatologia é potencialmente til quando se necessita de uma caracterizacdo mais completa das lesdes da
cornea. Para ajuizar dessa possibilidade, incentivam-se os utilizadores a preservarem os olhos e a prepararem
espécimes histopatoldgicos que possam ser utilizados na constituigdo de uma base de dados e na definicdo de
critérios de decisdo utilizaveis para melhorar a exatiddo deste método de ensaio. A OCDE elaborou um documento
de orientacdes relativas a utilizacdo de métodos de ensaio de toxicidade ocular in vitro, o qual descreve pormenoriza-
damente as colheitas histopatoldgicas e diz onde apresentar os espécimes e dados histopatoldgicos (8).

Os laboratérios que comecem a utilizar este método de ensaio devem recorrer aos produtos quimicos para
demonstra¢do de competéncia técnica recomendados no apéndice 2. Antes de apresentarem dados obtidos pelo
método ICE para efeitos da classificagio normativa de perigosidade, os laboratérios podem recorrer aos referidos
produtos quimicos para demonstrar a sua competéncia técnica na execugdo deste método.

PRINCIPIO DO ENSAIO

O método ICE assenta num modelo organotipico de manutengdo de olhos de frango in vitro por um periodo curto.
Neste método de ensaio, as lesdes provocadas pelo produto quimico em estudo sdo avaliadas por determinagdo do
edema e da opacidade da cérnea, bem como da retencdo de fluoresceina na cérnea. A avaliagdo dos dois dltimos
parametros é qualitativa, enquanto a andlise do edema da cérnea é quantitativa. Converte-se cada medida numa
pontuacdo quantitativa, utilizada para calcular um indice global de irritagdo, ou atribui-se a cada medida uma
categoria qualitativa, utilizada para estabelecer uma classificagdo de perigosidade ocular in vitro (categoria 1 ou
«ndo-classificado» no sistema GHS da ONU). Consoante o resultado obtido, pode em seguida prever-se com base
nele se o produto quimico em estudo é potencialmente causador de lesdes oculares graves in vivo ou se ndo
necessita de ser classificado em termos de perigosidade ocular (ver «Critérios de decisdo»). Porém, ndo é possivel
atribuir nenhuma classificagdo aos produtos quimicos que o método ICE ndo permita prever se sdo potencialmente
causadores de lesdes oculares graves ou se ndo necessitam de ser classificados (ver o ponto 11).

Origem e idade dos olhos de frango

Os olhos utilizados neste ensaio sio normalmente colhidos em matadouros, de frangos abatidos para consumo
humano, eliminando assim a necessidade de animais de laboratério. S6 podem ser utilizados olhos de animais
sauddveis considerados adequados para entrarem na cadeia alimentar humana.

Embora nédo se tenha efetuado nenhum estudo controlado destinado a avaliar a idade 6tima dos frangos, as aves
utilizadas neste método de ensaio tém habitualmente a idade e o peso dos frangos normalmente abatidos nos
matadouros de aves de capoeira (aproximadamente 7 semanas e 1,5 a 2,5 kg).

Colheita e transporte dos olhos para o laboratério

Imediatamente apds o atordoamento dos frangos, em geral por descarga elétrica, e incisio no pescoco para
sangramento, corta-se-lhes a cabeca. A origem dos frangos deve ser préxima do laboratério, para que as cabegas
possam ser transferidas do matadouro para ld com suficiente rapidez, a fim de minimizar a deterioragio efou
contaminagdes bacterioldgicas. Para cumprir os critérios de aceitacio do ensaio, o intervalo entre a colheita das
cabecas de frango e a colocagdo dos olhos na camara de superfusio depois de desorbitados deve ser minimo
(normalmente duas horas). Os olhos utilizados num ensaio devem ser todos do mesmo grupo de colheita num
determinado dia.
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Os olhos sdo dissecados no laboratério, pelo que se transportam as cabecas intactas do matadouro em caixas de
pléstico, a temperatura ambiente (normalmente entre 18 °C e 25 °C), humedecidas com papel absorvente embebido
em solugdo salina isot6nica.

Critérios de selecio e ndmero dos olhos utilizados no método ICE

Rejeitam-se os olhos que, depois de desorbitados, apresentem uma linha de base elevada de reagdo cromdtica a
fluoresceina (> 0,5) ou de pontuacio de opacidade da cérnea (> 0,5).

Cada grupo de tratamento e a amostra de controlo positiva ensaiada em paralelo é constituido por um minimo de
trés olhos. O grupo de controlo negativo ou a amostra de controlo do solvente (caso se utilize um solvente que ndo
seja a solugdo salina) é constituido por, pelo menos, um olho.

No caso das matérias sélidas cujo resultado seja «nenhuma categoria» no sistema GHS da ONU, recomenda-se um
segundo ensaio de trés olhos, para confirmar ou infirmar o resultado negativo obtido.

PROTOCOLO DE ENSAIO

Preparacio dos olhos

Excisam-se cautelosamente as palpebras, tomando as precaugdes necessdrias para ndo danificar a cérnea. Para
avaliar a integridade desta, deita-se na sua superficie uma gota de solugdo a 2 % (m/v) de fluoresceina de sddio,
espera-se alguns segundos e lava-se com solugdo salina isoténica. Para garantir que a cornea estd isenta de lesdes
(retencdo de fluoresceina e pontuagdo de opacidade da cérnea < 0,5), os olhos tratados com fluoresceina sdo em
seguida examinados por meio de um microscépio equipado com lampada de fenda.

Se o olho ndo apresentar lesdes, disseca-se completamente do crinio, tomando as precaucdes necessdrias para ndo
danificar a cérnea. Para retirar o globo ocular da 6rbita, prende-se firmemente a membrana nictante com uma pinga
cirdrgica e cortam-se os musculos oculares com uma tesoura encurvada de pontas rombas. E importante evitar
lesdes da cornea provocadas por pressdo excessiva (ditas artefactos de compressio).

Ao remover o olho da 6rbita, deve deixar-se agarrada aquele uma porgdo visivel do nervo dtico. Uma vez
desorbitado, coloca-se o olho numa compressa absorvente e cortam-se a membrana nictante e os restantes tecidos
de ligagdo.

Coloca-se o olho desorbitado num suporte de aco inoxiddvel, com a cérnea na vertical, e transfere-se o conjunto
para uma das cdmaras do aparelho de superfusio (18). Colocam-se os suportes no aparelho de superfusio de modo
tal que a solugdo salina isotonica goteje sobre toda a cornea (3 a 4 gotas por minuto ou 0,1 a 0,15 ml/minuto). As
camaras do aparelho de superfusdo devem ser termostatizadas a 32 + 1,5 °C. Apresenta-se no apéndice 3 um
diagrama de um aparelho de superfusio tipico e dos suportes oculares, que podem ser adquiridos no comércio ou
construidos. O aparelho pode ser modificado para corresponder as necessidades do laboratério (por exemplo para
nele ser introduzida outra quantidade de olhos).

Depois de colocados no aparelho de superfusio, examinam-se novamente os olhos ao microscépio com lampada de
fenda, para garantir que ndo foram danificados durante a dissecagdo. Mede-se também nessa ocasido a espessura da
cérnea no seu apice, utilizando o dispositivo de medigdo de profundidade incorporado no microscopio. Devem ser
substituidos os olhos que apresentem: i) pontuagdo de retencio de fluoresceina > 0,5; ii) opacidade da cérnea > 0,5;
iii) qualquer outro sinal de dano. Rejeitam-se ainda os olhos que, ndo tendo sido rejeitados com base em nenhum
destes critérios, apresentem uma espessura de cornea com desvio superior a 10 % em relagdo ao valor médio corres-
pondente a todos os olhos. Alertam-se os utilizadores para o facto de os microscpios com ldmpada de fenda
poderem dar resultados diferentes para as medicOes de espessura da cornea se a regulacio da fenda for outra.
A largura da fenda deve ser regulada a 0,095 mm.

Os olhos examinados e aprovados sdo incubados durante 45 a 60 minutos, para estabelecer o equilibrio com
o sistema de ensaio antes da aplicagdo do produto quimico em estudo. Terminado o periodo previsto para se atingir
o equilibrio, regista-se como linha de base (tempo = 0) uma determinacdo de referéncia «zero» de opacidade e de
espessura da cornea. A pontuacdo de retengdo de fluoresceina determinada na dissecacdo é utilizada para linha de
base deste pardmetro.
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Aplicagio do produto quimico em estudo

Imediatamente apds as determinagdes de referéncia «zero» remove-se o olho (mantendo-o no suporte) do aparelho
de superfusdo e coloca-se na horizontal, aplicando-se na cérnea o produto quimico em estudo.

Os produtos quimicos liquidos sdo normalmente ensaiados sem dilui¢do, mas, se for considerado necessario (devido
ao modo como o estudo foi concebido, por exemplo), podem ser diluidos. O solvente preferido para diluir os
produtos quimicos é soro fisiologico. Embora possam utilizar-se outros solventes, em condi¢des controladas, serd
necessario demonstrar que sdo adequados.

Os produtos quimicos em estudo liquidos aplicam-se na cérnea de modo a cobri-la uniformemente. O volume
normal é 0,03 ml.

Se isso for realizavel, os produtos quimicos sélidos devem ser moidos o médximo possivel com um pildo num
almofariz, ou com um dispositivo de moagem comparavel. O pé é depois aplicado na cérnea de modo a cobrir
uniformemente a superficie desta com o produto quimico em estudo. A quantidade normal é 0,03 g.

Mantém-se o produto quimico (liquido ou sélido) aplicado na cérnea durante 10 segundos e, em seguida, lava-se
o olho com solugdo salina isoténica a temperatura ambiente (cerca de 20 ml), para remover o produto. Recoloca-se
em seguida o olho (no seu suporte) no aparelho de superfusio, na posigdo vertical original. Em caso de necessidade,
podem ser feitas lavagens adicionais apds a aplicacdo durante 10 segundos e ulteriormente (por exemplo caso se
detetem na cérnea residuos do produto quimico em estudo). Em geral, a quantidade de solucdo salina adicio-
nalmente utilizada em lavagens ndo é demasiado importante, mas é-o a observacgdo da aderéncia do produto
quimico a cdrnea.

Produtos quimicos de controlo

Em cada ensaio sdo ensaiadas em paralelo amostras de controlo positivas e negativas (ou do solvente/excipiente).

Ao ensaiar pelo método ICE liquidos a 100 % ou sélidos, utiliza-se soro fisioldgico como amostra de controlo
negativa ensaiada em paralelo, para possibilitar a detegdo de alteracdes inespecificas do sistema de ensaio e evitar
que as condi¢des do ensaio provoquem, inadequadamente, uma reacdo de irritacdo.

Ao ensaiar liquidos diluidos, o método compreende o ensaio em paralelo de um grupo de amostras de controlo do
excipiente[solvente, para possibilitar a dete¢do de alteragdes inespecificas do sistema de ensaio e evitar que as
condi¢des do ensaio provoquem, inadequadamente, uma reagdo de irritagdo. Como se referiu no ponto 31, s6
podem utilizar-se solventes/excipientes que, comprovadamente, ndo tenham efeitos adversos no sistema de ensaio.

Para verificar se é induzida uma reagdo adequada, inclui-se em cada ensaio um irritante ocular conhecido, que
servird de amostra de controlo positiva ensaiada em paralelo. Como o ensaio ICE é utilizado neste método para
identificar efeitos corrosivos ou irritantes severos, a amostra de controlo positiva deve ser um produto quimico de
referéncia que induza uma reagdo severa ao aplicar-se-lhe o método. Porém, para que possa determinar-se a variabi-
lidade, ao longo do tempo, da reagdo a referida amostra de controlo positiva, essa reagio ndo deve ser excessi-
vamente forte. Os dados in vitro de que se disponha para amostras de controlo positivas devem ser suficientes para
calcular um intervalo aceitdvel, estatisticamente definido, para essas amostras de controlo. Caso ndo se disponha de
dados histéricos adequados do método ICE para uma determinada amostra de controlo positiva, pode ser
necessédrio efetuar estudos para obter tais informacdes.

Como amostras de controlo positivas para produtos quimicos liquidos em estudo, podem ser utilizados, por
exemplo, dcido acético a 10 % ou cloreto de benzalcénio a 5 %. Como amostras de controlo positivas para
produtos quimicos sélidos em estudo, podem ser utilizados, por exemplo, hidréxido de s6dio ou imidazole.

Os produtos quimicos de referéncia sdo tteis para avaliar o potencial de irritagdo ocular de produtos quimicos
desconhecidos de uma determinada classe quimica ou classe de produtos, ou para avaliar o potencial de irritacdo
relativo de um irritante ocular numa determinada gama de reagdes de irritacdo.
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Parimetros medidos

Avaliam-se as cérneas tratadas antes do tratamento e decorridos 30, 75, 120, 180 e 240 minutos (* 5 minutos)
apds a lavagem subsequente ao tratamento. Obtém-se, assim, um niimero adequado de determina¢des no periodo
de quatro horas que se segue ao tratamento, garantindo ainda um intervalo entre determinacdes suficiente para
a realizagio das observagdes necessirias em todos os olhos.

Os parametros avaliados sio a opacidade e o edema da coérnea, a retencdo de fluoresceina na cornea e efeitos
morfolégicos na cérnea (picado epitelial ou perda de epitélio, por exemplo). Com excecio da retengdo de
fluoresceina (que s6 é determinada antes do tratamento e 30 minutos apds a exposi¢do ao produto quimico em
estudo), todos estes pardmetros sdo determinados nos tempos acima referidos.

Recomenda-se o recurso a fotografias para documentar a opacidade da cérnea, a retencdo de fluoresceina na
cérnea, os efeitos morfoldgicos e, se for efetuada, a histopatologia.

Recomenda-se aos utilizadores que, depois do dltimo exame, iniciado 4 horas apds o tratamento, conservem os
olhos num fixador adequado (por exemplo formol tamponado neutro), para eventual exame histopatoldgico (mais
elementos no ponto 14 e na referéncia 8).

Determina-se o edema da cérnea medindo a espessura da cornea com o paquimetro 6tico do microscpio com
lampada de fenda. O resultado é expresso em percentagem e é calculado a partir das determinagdes de espessura da
cérnea, por meio da seguinte férmula:

espessura da cérnea em t — espessura da cornea em = 0 100
espessura da cérnea em = 0

Calcula-se a média percentual dos edemas da cérnea de todos os olhos ensaiados em cada instante «t» considerado.
Com base na pontuagio média mais elevada de edema da coérnea, observada em qualquer dos instantes
considerados, atribui-se, em seguida, a pontuagio global desta categoria ao produto quimico em estudo (ver
o ponto 51).

Avalia-se a opacidade da cérnea atribuindo uma pontuagio, como indica o quadro 1, a superficie que se encontre
mais densamente opacificada em cada cdrnea. Calcula-se o valor médio de opacidade da cérnea de todos os olhos
ensaiados em cada instante considerado. Com base na pontuagio média mais elevada de opacidade da cornea,
observada em qualquer dos instantes considerados, atribui-se, em seguida, a pontuacio global desta categoria ao
produto quimico em estudo (ver o ponto 51).

Quadro 1

Pontuagdes de opacidade da cérnea.

Pontuacao Observagdes
0 Auséncia de opacidade
0,5 Opacidade muito ligeira
1 Zonas dispersas ou difusas; detalhes da iris claramente visiveis
2 Zona translicida claramente discernivel; detalhes da iris ligeiramente obscurecidos
3 Forte opacidade da cérnea; nenhum detalhe da iris visivel; tamanho da pupila dificilmente discernivel
4 Opacidade completa da cérnea; iris invisivel
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A retencdo de fluoresceina s6 é avaliada (como indica o quadro 2) quando da observagdo que tem lugar decorridos
30 minutos. Calcula-se em seguida o valor médio da reten¢do de fluoresceina de todos os olhos ensaiados corres-
pondente a observagio efetuada aos 30 minutos, utilizando-se esse valor para atribuir uma pontuagio global desta
categoria ao produto quimico em estudo (ver o ponto 51).

Quadro 2

Pontuagdes de retencio de fluoresceina.

Pontuagio Observacdes
0 Auséncia de retencio de fluoresceina
0,5 Ntmero muito reduzido de células isoladas coradas
1 Células isoladas coradas dispersas pela zona tratada da cérnea
2 Focos ou confluéncia densa de células isoladas coradas
3 Retencio de fluoresceina em zonas extensas confluentes da cérnea

Incluem-se nos efeitos morfoldgicos o «picado» das células epiteliais da cornea, a «perda» de epitélio, a «aspereza» da
superficie da cdérnea e a «colagem» do produto quimico em estudo a cdornea. Estes efeitos podem ser concomitantes
e de intensidade varidvel. A sua classificagdo é subjetiva e depende da interpretagio do investigador.

DADOS E RELATORIOS

Avaliagdo dos dados

Avaliam-se separadamente os resultados de opacidade da cérnea, edema da cérnea e retengdo de fluoresceina na
cornea para determinar a classe correspondente a cada um destes pardmetros pelo método ICE. Combinam-se
depois essas classes de modo a obter a classificacdo de irritacdo correspondente ao produto quimico em estudo.

Critérios de decisio

Uma vez efetuada a avaliagdo de cada pardmetro, podem atribuir-se as classes ICE com base em intervalos preestabe-
lecidos. Estabelece-se a correspondéncia entre os valores de edema da cérnea (quadro 3), opacidade da cérnea
(quadro 4) e retencdo de fluoresceina na cérnea (quadro 5) e quatro classes ICE, de acordo com as escalas a seguir
indicadas. Importa referir que as pontuagdes de edema da cérnea indicadas no quadro 3 sé si3o aplicdveis se
a espessura for medida por meio de um microscépio com lampada de fenda (por exemplo Haag-Streit BP900)
dotado do dispositivo n.° 1 de medi¢do de profundidade e com a largura da fenda regulada a 9%, correspondente
a 0,095 mm. Alertam-se os utilizadores para o facto de os microscopios com lampada de fenda poderem dar
resultados diferentes nas medigdes de espessura da cornea se a regulagio da fenda for outra.

Quadro 3

Critérios de classificacio ICE de edema da cornea.

Valor médio de edema da cornea (%) (*) Classe ICE

O0a5s I

> 5-12 II
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Valor médio de edema da cornea (%) (*) Classe ICE
>12-18 (> 75 minutos ap6s o tratamento) Il
> 12-18 (< 75 minutos apds o tratamento) 11
> 18-26 111
> 26-32 (> 75 minutos apds o tratamento) 11
> 26-32 (< 75 minutos apds o tratamento) v
> 32 v
(*) Pontuacdo média mais elevada observada em qualquer dos instantes considerados.
Quadro 4
Critérios de classificacio ICE de opacidade.

Valor méximo de pontuagio média de opacidade (*) Classe ICE
0,0-0,5 I
0,6-1,5 II
1,6-2,5 il
2,6-4,0 v

(*) Valor médximo da pontuagio média observado em qualquer dos instantes considerados (com base nas pontuacdes de opacidade

definidas no quadro 1).

Quadro 5

Critérios de classificacio ICE de reten¢io média de fluoresceina.

Valor médio da pontuagao de retengdo de Eluorescel'na Classe ICE
30 minutos apés o tratamento (¥)
0,0-0,5 I
0,6-1,5 I
1,6-2,5 III
2,6-3,0 \Y

(*) Com base nas pontuacdes definidas no quadro 2.

Para determinar a classificacdo in vitro do produto quimico em estudo, utiliza-se o quadro 6 para estabelecer a corres-
pondéncia entre a classificagdo GHS e a combinagdo das categorias obtidas para o edema da cérnea, a opacidade da

cornea e a retencdo de fluoresceina na cornea.
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Quadro 6

Classificacdes globais in vitro

(lassificagdo no sistema GHS da ONU Combinagdes dos trés parametros medidos
Nenhuma categoria 3x1]
2x[ 1 x1I
Previsdo impossivel Outras combinagdes
Categoria 1 3 x1IV
2x1V, 1 =<1

2 %1V, 1 x 11 (*)

2 %1V, 1 x1(¥

Opacidade da cérnea > 3 aos 30 minutos (em pelo me-
nos 2 olhos)

Opacidade da cérnea = 4 em qualquer momento (em
pelo menos 2 olhos)

Perda substancial de epitélio (em pelo menos 1 olho)

(*) Combinagdes menos provaveis.

Critérios de aceitagio do estudo
Considera-se o ensaio aceitdvel se s amostras de controlo negativas ou do excipiente[solvente ensaiadas em paralelo

e as amostras de controlo positivas ensaiadas em paralelo corresponderem as classifica¢des do sistema GHS «ndo
classificado» e «categoria 1» respetivamente.

Relatério do ensaio
O relatério do ensaio deve incluir os elementos seguintes que sejam pertinentes na realizagdo do estudo:
Produtos quimicos em estudo e de controlo

— Denominagio(des) quimica(s), como a denominac¢do estrutural utilizada pelo Chemical Abstracts Service (CAS),
seguida de outras denominacdes, se existirem;

— Namero de registo CAS, se conhecido;

— Grau de pureza e composi¢io dos produtos quimicos em estudo/de controlo (em percentagem ponderal), se
conhecidos;

— Propriedades fisico-quimicas (por exemplo: estado fisico, volatilidade, pH, estabilidade, classe quimica, hidrosso-
lubilidade) relevantes para a realizagdo do estudo;

— Pré-tratamento dos produtos quimicos em estudo/de controlo, se for o caso (aquecimento ou moagem, por
exemplo);

— Estabilidade, se conhecida.

Informagdes relativas ao patrocinador e ao laboratdrio

— Nome e endereco do patrocinador, do laboratério e do diretor do estudo;

— Indicacdo da origem dos olhos (por exemplo a instalagdo na qual foram colhidos).
Condigdes do método de ensaio

— Descricdo do sistema de ensaio utilizado;



28.4.2017 Jornal Oficial da Unido Europeia L 112/101

— Microscopio com lampada de fenda utilizado (modelo etc.) e regulagdes desse instrumento;

— Referéncia a resultados histéricos de amostras de controlo negativas e positivas e, se for aplicavel, referéncia
a dados histéricos comprovativos dos intervalos aceitdveis das amostras de referéncia de controlo ensaiadas em
paralelo;

— Processo utilizado para garantir a integridade (exatiddo e fiabilidade) do método de ensaio ao longo do tempo
(por exemplo: ensaio periddico dos produtos quimicos recomendados para demonstragio de competéncia
técnica).

Colheita e preparagio dos olhos

— Idade e peso do animal dador e, se conhecidas, outras especificidades dos animais nos quais os olhos foram
colhidos (sexo e estirpe, por exemplo).

— Condi¢es de armazenamento e de transporte dos olhos (por exemplo: data-hora da colheita dos olhos,
intervalo entre a colheita das cabegas de frango e a colocagdo dos olhos na cdmara de superfusio depois de
desorbitados);

— Preparagdo e montagem dos olhos, incluindo informagdes sobre a qualidade dos mesmos, a temperatura das
cidmaras dos olhos e os critérios de sele¢do dos olhos utilizados no ensaio.

Protocolo de ensaio
— Numero de replicados utilizados;

— Identificagdo das amostras de controlo negativa e positiva utilizadas (e das amostras de controlo de referéncia e
do solvente, se for caso disso);

— Dose e modo de aplicagio do produto quimico em estudo e tempo de exposicio a ele;

— Instantes de observacio (antes e depois do tratamento);

— Descri¢do dos critérios de avaliacio e de decisio utilizados;

— Descricdo dos critérios de aceitagdo do estudo utilizados;

— Descricdo de eventuais modificagdes ao protocolo do ensaio.

Resultados

— Quadros das pontuacdes de edema da cdrnea, de opacidade da cérnea e de retengdo de fluoresceina obtidas
para cada olho em cada instante de observagio, incluindo as pontuacdes médias de todos os olhos ensaiados em

cada instante de observacio;

— Valor médximo da pontuacio média observada (em qualquer instante de observagio) para o edema da cérnea,
a opacidade da cérnea e a retengdo de fluoresceina e as classes ICE correspondentes;

— Descricdo de outros efeitos eventualmente observados;
— Classificacdo in vitro segundo o sistema GHS da ONU;
— Se for caso disso, fotografias dos olhos.

Discussdo dos resultados

Conclusdes
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Apéndice 1

DEFINICOES

Exatiddo: Grau de acordo entre os resultados do método de ensaio e os valores de referéncia aceites. Constitui uma
medida da eficiéncia do método e um dos aspetos da «adequagdo». Este termo e o termo «concordancia» sdo muitas
vezes utilizados indistintamente para indicar a proporcio de resultados corretos do método de ensaio.

Produto quimico de referéncia: Produto quimico utilizado como padrio de comparagdo com o produto quimico
em estudo. Deve ter as seguintes propriedades: i) origem ou origens uniformes e fidveis; ii) similaridade estrutural e
funcional com a classe de produtos quimicos em estudo; iii) caracteristicas fisico-quimicas conhecidas; iv) disponibi-
lidade de dados sobre os efeitos conhecidos; v) poténcia conhecida na gama de reagdo pretendida.

Abordagem ascendente: Metodologia por etapas utilizada para produtos quimicos que se pense nio necessitarem
de ser classificados em termos de irritacdo ocular ou de lesdes oculares graves; inicia-se com a determinacio de
produtos quimicos que ndo carecam de classificacio (resultado negativo) a partir de outros produtos quimicos
(resultado positivo).

Produto quimico: Substincia ou mistura.

Cornea: Parte anterior transparente do globo ocular que recobre a iris e a pupila e deixa passar a luz para
o interior.

Opacidade da cérnea: Medida do grau de opacidade da cérnea depois de exposta ao produto quimico em estudo.
Um aumento de opacidade da cérnea ¢ indicador de lesdo da cérnea.

Edema da cérnea: Medida objetiva, no ensaio ICE, da dilatagdo da cérnea apéds exposicdo ao produto quimico em
estudo. E expressa em percentagem e calculada em relacdo as medidas da linha de base de espessura da cornea
efetuadas antes da aplicacdo do produto quimico em estudo. A espessura é registada a intervalos regulares apds
exposicdo ao produto quimico em estudo no ensaio ICE. O grau de edema da cérnea é um indicador do grau de
lesdo da cérnea.

Irritacdo ocular: Altera¢des oculares em consequéncia da aplicagio do produto quimico em estudo na superficie
anterior do olho, totalmente reversiveis nos 21 dias apds a aplicagdo. Este termo e «efeitos oculares reversiveis» ou
«categoria 2 do sistema GHS da ONU> (4) sdo utilizados indistintamente.

Taxa de falsos negativos: Proporcio dos produtos quimicos positivos que o método de ensaio considera,
erradamente, negativos. E um dos indicadores da eficiéncia dos métodos de ensaio.

Taxa de falsos positivos: Proporcio dos produtos quimicos negativos que o método de ensaio considera,
erradamente, positivos. E um dos indicadores da eficiéncia dos métodos de ensaio.

Retencio de fluoresceina: Medida subjetiva, no ensaio ICE, da propor¢do de fluoresceina de sédio que, apds
exposicdo a substincia em estudo, ¢ retida pelas células epiteliais da cérnea. O grau de reten¢do da fluoresceina é
um indicador do grau de lesdo do epitélio da cornea.

Perigo: Propriedade intrinseca de um agente ou de uma situacdo, suscetivel de causar efeitos adversos num
organismo, sistema ou (sub)populagdo que seja exposto ao agente em causa.

Efeitos oculares irreversiveis: Ver «Lesdes oculares graves» e «Categoria 1 do sistema GHS da ONU».
Mistura: Mistura ou solu¢do constituida por duas ou mais substancias que nela nio reagem (4).

Amostra de controlo negativa: Replicado ndo-tratado que contém todos os componentes do sistema de ensaio.
Esta amostra é ensaiada juntamente com as amostras tratadas com o produto quimico em estudo e as outras
amostras de controlo, para determinar se o solvente interage com o sistema de ensaio.
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Nio-classificado: Substincias ndo classificadas em termos de irritagdo ocular (categoria 2 do sistema GHS da
ONU) nem de lesdes oculares graves (categoria 1 do sistema GHS da ONU). Designacio utilizada indistintamente
com a classificacdo «nenhuma categoria no sistema GHS da ONU».

Amostra de controlo positiva: Replicado que contém todos os componentes do sistema de ensaio e foi tratado
com um produto quimico que comprovadamente induz reagdo positiva. Para que possa determinar-se a variabilidade,
ao longo do tempo, da reagdo a esta amostra de controlo, essa reacdo ndo deve ser excessivamente forte.

Fiabilidade: Medida em que, utilizando o mesmo protocolo, um método de ensaio pode ser continuadamente
reproduzido no mesmo laboratério e em laboratérios diferentes. A fiabilidade é avaliada com base nos valores
calculados das reprodutibilidades intralaboratorial e interlaboratorial, bem como da repetibilidade intralaboratorial.

Efeitos oculares reversiveis: Ver drritagdo ocular» e «Categoria 2 do sistema GHS da ONU».

Lesdes oculares graves: Lesdo do tecido ocular ou degradacdo grave da visdo em consequéncia da aplicagdo do
produto quimico em estudo na superficie anterior do olho, ndo totalmente reversivel nos 21 dias apds a aplicacio.
Este termo e «efeitos oculares irreversiveis» ou «categoria 1 do sistema GHS da ONU» (4) sio utilizados indistin-
tamente.

Microscopio com limpada de fenda: Instrumento utilizado para examinar diretamente uma imagem estereos-
copica saliente do olho com a ampliagio de um microscopio binocular. No método de ensaio ICE, este instrumento
¢ utilizado para observar as estruturas anteriores dos olhos de frango e para medir objetivamente a espessura da
cérnea com um dispositivo de medicdo de profundidade incorporado.

Amostra de controlo do solvente/excipiente: Amostra nio-tratada que contém todos os componentes do
sistema de ensaio, incluindo o solvente ou excipiente, e ¢ ensaiada, juntamente com as amostras tratadas com
o produto quimico em estudo e as outras amostras de controlo, para estabelecer a linha de base de reagio para as
amostras tratadas com o produto quimico em estudo, dissolvido no mesmo solvente ou excipiente. Quando
ensaiada em paralelo com uma amostra de controlo negativa, esta amostra também permite determinar se
o solvente ou excipiente interage com o sistema de ensaio.

Substincia: Elemento quimico ou composto de um elemento quimico, no estado natural ou obtido por qualquer
processo de produgdo, incluindo qualquer aditivo necessirio para preservar a estabilidade do produto e qualquer
impureza derivada do processo utilizado, mas excluindo solventes que possam ser separados sem afetar
a estabilidade da substincia nem lhe modificar a composicdo (4).

Agente tensioativo: Substincia, como um detergente, capaz de reduzir a tensdo superficial de liquidos,
permitindo-lhes formar espumas ou penetrar em sélidos; igualmente designado por «agente molhante».

Abordagem descendente: Metodologia por etapas utilizada para produtos quimicos que se suspeite causarem
lesdes oculares graves; inicia-se com a determinagdo de produtos quimicos que induzam lesdes oculares graves
(resultado positivo) a partir de outros produtos quimicos (resultado negativo).

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

Estratégia de ensaio sequencial por etapas: Estratégia sequencial de ensaio em que, seguindo uma ordem
estabelecida, se avalia toda a informacdo disponivel sobre o produto quimico em estudo, por um processo baseado
na ponderacdo da suficiéncia da prova em cada etapa, com o objetivo de determinar se hd informacio suficiente
para uma decisdo de classificacdo de perigosidade antes de passar a etapa seguinte. Se a informacio existente
possibilitar a atribuicdo de um potencial de irritacdo ao produto quimico em estudo, ndo serdo necessrios mais
ensaios. Se a informagdo existente ndo possibilitar a atribuicio de um potencial de irritagdo ao produto quimico em
estudo, procede-se a uma série de ensaios sequenciais em animais até ser possivel atribuir uma classificacdo
inequivoca.

Sistema Mundial Harmonizado de Classificagio e Rotulagem de Produtos Quimicos (GHS): Sistema
(designado em inglés por Globally Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals) que propde a classi-
ficagdo dos produtos quimicos (substincias e misturas) em fungdo de tipos e niveis normalizados de perigos fisicos,
sanitdrios e ambientais e trata ainda dos elementos de comunicacio correspondentes, como pictogramas, palavras-
-sinal, adverténcias de perigo, recomendacdes de prudéncia e fichas de dados de seguranca, de modo a transmitir
informagdes sobre os efeitos indesejdveis do produto em causa com vista a protecio das pessoas (empregadores,
trabalhadores, transportadores, consumidores, pessoal dos servicos de emergéncia etc.) e do ambiente (4).
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Categoria 1 do sistema GHS da ONU: Ver «LesOes oculares graves» efou «Efeitos oculares irreversiveis».
Categoria 2 do sistema GHS da ONU: Ver drritagdo ocular» efou «Efeitos oculares reversiveis.

Nenhuma categoria no sistema GHS da ONU: Substancias que ndo preenchem os requisitos da classificacdo nas
categorias 1 ou 2 (2A ou 2B) do sistema GHS da ONU. Este termo e o termo «ndo-classificado» sdo utilizados
indistintamente.

Método de ensaio validado: Método de ensaio relativamente ao qual foram concluidos estudos de validacio com
vista a determinar a sua adequagdo (incluida a exatiddo) e a sua fiabilidade para um determinado fim. Importa
referir que um método de ensaio validado pode ndo ser suficientemente exato e fidvel para se considerar aceitdvel
para o fim pretendido.

Ponderacio da suficiéncia da prova: Processo que consiste em ponderar os pontos fortes e os pontos fracos dos
vérios elementos de informacdo para tirar conclusdes fundamentadas sobre o potencial de perigosidade do produto
quimico.
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Apéndice 2

PRODUTOS QUfMICQS RECOMENDADOS PARA DEMONSTRACAO DE COMPETENCIA TECNICA NO
METODO DE ENSAIO EM OLHOS DE FRANGO ISOLADOS (ICE)

Antes de um método de ensaio conforme ao presente método passar a ser utilizado por rotina, os laboratérios
devem comprovar a sua competéncia técnica identificando corretamente a classificacdo de perigosidade ocular dos
13 produtos quimicos recomendados no quadro 1. Estes produtos quimicos foram selecionados de modo
a representarem a gama de reagdes de perigo ocular obtidas no ensaio ocular in vivo no coelho (TG 405) (17), com
base no sistema de classificacio GHS da ONU (categorias 1, 2A, 2B ou nenhuma categoria no sistema GHS da
ONU) (4) (6). Outros critérios de selecdo foram a disponibilidade do produto quimico no comércio, a existéncia de
dados de referéncia in vivo de alta qualidade e a existéncia de dados in vitro de alta qualidade pelo método ICE.
O Streamlined Summary Document (5) e os Background Review Documents do ICCVAM relativos ao método de ensaio
ICE (9) contém dados de referéncia.

Quadro 1

Produtos quimicos recomendados para demonstracio de competéncia técnica no método ICE

- N.c CAS - Classificaco i Classificacdo i
Produto quimico (CASRN) Classe quimica (') Fase asixi‘isa(%a om asili tif)a(%?o "

Cloreto de benzalc- | 8001-54-5 | Sal de aménio qua- | Liquida | Categoria 1 Categoria 1

nio (5 %) terndrio

Clorexidina 55-56-1 | Amina, amidina Solida | Categoria 1 Categoria 1

Acido dibenzoil-L- 2743-38-6 | Acido carboxilico, Solida | Categoria 1 Categoria 1

-tartdrico éster

Imidazole 288-32-4 | Composto hetero- Solida | Categoria 1 Categoria 1

ciclico

Acido tricloroacé- 76-03-9 | Acido carboxilico Liquida | Categoria 1 Categoria 1

tico (30 %)

Cloreto de 2,6-diclo- | 4659-45-4 | Halogeneto de Liquida | Categoria 2A Nio ¢ possivel ne-

robenzoilo acilo nhuma previsio (¥

Nitrato de amoénio 6484-52-2 | Sal inorganico Solida | Categoria 2A (%) Nio sdo possiveis
previsdes ()

2-Metilacetoacetato 609-14-3 | Cetona, Ester Liquida | Categoria 2 B Nio sdo possiveis

de etilo previsdes (¥)

Sulféxido de dime- 67-68-5 | Composto orga- Liquida | Nenhuma categoria | Nenhuma categoria

tilo nico sulfurado

Glicerol 56-81-5 | Alcool Liquida | Nenhuma categoria | Nenhuma categoria
(limite)




28.4.2017 Jornal Oficial da Unido Europeia L 112/107

Lo N.c CAS Lo Classificagdo in Classificacdo in
Produto quimico (CASRN) Classe quimica (') Fase yivo () vitro ()
Metilciclopentano 96-37-7 | Hidrocarboneto (ci- | Liquida | Nenhuma categoria | Nenhuma categoria
clico)
n-Hexano 110-54-3 | Hidrocarboneto Liquida | Nenhuma categoria | Nenhuma categoria
(aciclico)
Triacetina 102-76-1 | Lipido Liquida | Ndo classificado Nenhuma categoria

Abreviaturas: CASRN = Namero de registo do Chemical Abstracts Service.

() Os produtos quimicos foram inseridos em classes quimicas segundo um sistema normalizado, com base nos Medical Subject
Headings («classificadores de temas médicos», MeSH) da Biblioteca Nacional de Medicina dos Estados Unidos da América (http//
www.nlm.nih.gov/mesh).

() Com base nos resultados do ensaio ocular in vivo no coelho (TG 405 da OCDE) e no sistema GHS da ONU (4) (6).

(}) Com base nos resultados obtidos pelo método ICE, como se refere no quadro 6.

() Combinacdo de pontuagdes obtidas pelo método ICE diversa das indicadas no quadro 6 para as classificagdes nenhuma cate-
goria» e «categoria 1» do sistema GHS da ONU (ver o quadro 6).

(®) A classificagdo na categoria 2A ou 2B depende da interpretagdo do critério do sistema GHS da ONU para distinguir estas cate-
gorias: se para a classificagdo 2A poder ser atribuida é necessdrio que 1 em 3 ou que 2 em 3 animais exibam efeitos ao sétimo
dia. O estudo in vivo incidiu em 3 animais. Todos os animais recuperaram para a pontuagdo 0 ao sétimo dia ou antes, em to-
dos os pardmetros, exceto a vermelhiddo da conjuntiva num dos animais. Ao sétimo dia, este animal apresentava vermelhiddo
da conjuntiva com pontuacio 1; ao décimo dia, estava totalmente recuperado.
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Apéndice 3

DIAGRAMAS DOS SUPORTES OCULARES E DO APARELHO DE SUPERFUSAO PARA O METODO ICE

(Ver em Burton et al. (18) uma descrigio genérica dos suportes oculares e do aparelho de superfusdo para
o0 método ICE)

13 Y — 14
is)
EYE HOLDER
Item Descricdo Item Descrigdo

1 Saida de dgua tépida 9 Compartimento
2 Portinhola deslizante 10 Suporte ocular
3 Aparelho de superfusdo 11 Olho de frango
4 Instrumento de medi¢do dtica 12 Saida de solugdo salina
5 Entrada de dgua tépida 13 Parafuso de regulacio
6 Solugdo salina 14 Brago superior regulavel
7 Agua tépida 15 Braco inferior fixo»
8 Entrada de solu¢do salina
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14) Na parte B, o capitulo B.49 € substituido pelo seguinte texto:

«B.49 Ensaio in vitro de microniicleos em células de mamiferos

INTRODUCAO

Este método de ensaio é equivalente ao Test Guideline 487 (2016) da OCDE. Faz parte de uma série de métodos de
ensaio sobre toxicologia genética. Estd disponivel um documento da OCDE que fornece informagdes sucintas sobre
ensaios de toxicologia genética e resume as alteragdes recentemente efetuadas as orientagdes da OCDE nesse
dominio (1).

O ensaio in vitro de microntcleos ¢ um ensaio de genotoxicidade para a detegdo de micronicleos no citoplasma de
células em interfase. Os micronicleos podem provir de fragmentos cromossémicos acéntricos (ou seja, sem
centrémero) ou de cromossomas completos incapazes de migrar para os polos durante a andfase da divisio celular.
O ensaio in vitro de micronicleos é, portanto, um método in vitro que proporciona uma base alargada para
a investigacdo in vitro de potenciais de indugdo de danos cromossémicos, pois permite detetar aneugénios e
clastogénios (2) (3) em células que se tenham dividido durante ou apés a exposi¢do ao produto quimico em estudo
(mais pormenores no ponto 13). Os micronticleos representam danos transmitidos as células-filhas, ao passo que as
aberracdes cromossomicas contadas nas células em metéfase podem ndo ser transmitidas. Em ambos os casos, as
alteragdes podem ndo ser compativeis com a sobrevivéncia das células.

Este método de ensaio admite a utilizacdo de protocolos que recorrem ou ndo ao inibidor de polimerizagio da
actina «citocalasina B» (ou «citoB»). A adi¢do de citocalasina B antes da mitose leva a formacdo de células
binucleadas e, portanto, permite identificar e analisar microniicleos unicamente nas células que sofreram uma
mitose (4) (5). Este método de ensaio também admite a utilizacio de protocolos sem bloqueio da citocinese, desde
que a populacdo celular analisada tenha comprovadamente sofrido mitose.

Além da utilizacdo do ensaio in vitro de micronticleos para identificar produtos quimicos indutores da formagio de
micronicleos, o recurso a marcagdo imunoquimica dos cinetcoros ou a hibridacio com sondas centroméricas|
[teloméricas (hibridacdo fluorescente in situ ou «FISH») pode também fornecer informagdes adicionais sobre os
mecanismos de inducdo de danos cromossémicos e de formagdo de microndcleos (6) (7) (8) (9) (10) (11) (12) (13)
(14) (15) (16) (17). Pode recorrer-se as referidas marcagdo ou hibridagdo sempre que se verifique um aumento da
formacgdo de micronticleos e o investigador pretenda determinar se este se deve a clastogénese, a aneugénese ou
a ambas.

Uma vez que é possivel determinar, com relativa objetividade, os micronticleos das células em interfase, o pessoal
do laboratério apenas precisa de determinar o nimero de células binucleadas, quando se utiliza citocalasina B, e
a incidéncia de células micronucleadas, em todos os casos. Por conseguinte, as contagens nas laminas podem ser
feitas com relativa rapidez e as andlises podem ser automatizadas. E assim possivel efetuar contagens a milhares —
e jd ndo centenas — de células por tratamento, aumentando as potencialidades do ensaio. Por outro lado, uma vez
que podem formar-se microniicleos devido a cromossomas retardatdrios (dagging»), é possivel detetar agentes
indutores de aneuploidia, que sdo dificeis de estudar em ensaios convencionais de aberra¢des cromossémicas (por
exemplo segundo o capitulo B.10 deste anexo) (18). Todavia, sem recurso a técnicas especiais, como o método FISH
referido no ponto 4, o ensaio in vitro de microntcleos descrito neste método de ensaio ndo permite distinguir os
produtos quimicos indutores de alteracdes do niimero de cromossomas efou de alteragdes da ploidia dos indutores
de clastogenicidade.

O ensaio in vitro de micronticleos funciona bem e pode ser realizado numa grande variedade de tipos de células, na
presenca ou na auséncia de citocalasina B. Hi numerosos dados que confirmam a validade deste ensaio com vdrios
tipos de células (culturas de linhagens celulares ou culturas primdrias) (19) (20) (21) (22) (23) (24) (25) (26) (27)
(28) (29) (30) (31) (32) (33) (34) (35) (36). E o caso, nomeadamente, dos estudos internacionais de validacio
coordenados pela Société Frangaise de Toxicologie Génétique (SFTG) (19) (20) (21) (22) (23) e dos relatérios do Interna-
tional Workshop on Genotoxicity Testing (5) (17). Os dados disponiveis foram também reavaliados num estudo de
validagdo retrospetivo de suficiéncia de prova efetuado pelo Centro Europeu de Validagio de Métodos Alternativos
(ECVAM) da Comissio Europeia, tendo o ESAC (Comité Cientifico Consultivo do ECVAM) (37) (38) (39)
considerado 0 método de ensaio cientificamente valido.



L 112/110 Jornal Oficial da Unido Europeia 28.4.2017

O ensaio in vitro de microntcleos em células de mamiferos pode utilizar culturas de linhagens celulares ou culturas
primdrias de células humanas ou de roedores. Uma vez que a frequéncia de fundo de micronicleos influencia
a sensibilidade do ensaio, recomenda-se a utilizacio de tipos de células cuja frequéncia de fundo de formacio de
micronicleos seja definida e estdvel. As células utilizadas devem ser selecionadas com base na sua capacidade de
crescimento em cultura, na estabilidade do cariétipo (incluindo o niimero de cromossomas) e na frequéncia da
formacdo espontinea de microndcleos (40). Os dados atualmente disponiveis ndo permitem efetuar recomendagdes
solidas, mas sugerem que, ao avaliar os perigos quimicos, é importante considerar o estado p53, a estabilidade
genética (do cariétipo), a capacidade de reparagio do ADN e a origem (roedores ou humanos) das células escolhidas
para a realizagdo do ensaio. Dada a evolugdo constante dos conhecimentos nesta drea, os utilizadores do presente
método de ensaio sdo, assim, incentivados a ponderar a influéncia destas e de outras caracteristicas celulares no
desempenho da linhagem celular na detegdo de indu¢do da formacio de microntcleos.

Estabelecem-se defini¢des no apéndice 1.

CONSIDERACOES INICIAIS E LIMITACOES

Os ensaios in vitro necessitam, normalmente, de uma fonte exdgena de ativacio metabdlica, a menos que as células
sejam metabolicamente competentes em relacio aos produtos quimicos em estudo. O sistema exdgeno de ativacio
metabdlica ndo reproduz inteiramente as condi¢des in vivo. Deve ter-se o cuidado de evitar condi¢des suscetiveis de
gerar falsos resultados positivos que ndo espelhem a genotoxicidade do produto quimico em estudo, condi¢des essas
que incluem alteracdes do pH (41) (42) (43) ou da pressio osmdtica, interagdes com o meio de cultura das células
(44) (45) ou niveis excessivos de citotoxicidade (ver o ponto 29).

Para analisar a indugdo de microndcleos, é essencial que tanto as culturas tratadas como as ndo-tratadas tenham
sofrido mitose. A etapa mais informativa para a contagem de microndcleos corresponde as células que tenham
sofrido uma mitose durante ou ap6s o tratamento com o produto quimico em estudo. No caso dos nanomateriais
fabricados, sdo necessarias adaptacdes especificas do método de ensaio, que ndo sdo descritas no presente método.

Antes da aplicagdo do método de ensaio a uma mistura para obter dados relacionados com exigéncias normativas,
importa ponderar se — e, em caso afirmativo, por que motivo — o método pode fornecer resultados adequados
para o efeito. Essa ponderagio ndo é necessdria se exigéncias normativas impuserem o ensaio da mistura em causa.

PRINCIPIO DO ENSAIO

Expdem-se culturas de células humanas ou de outros mamiferos ao produto quimico em estudo, quer em presenca
de uma fonte exdgena de ativagdo metabdlica quer sem essa fonte, a menos que se utilizem células com capacidade
metabolica adequada (ver ponto 19).

Durante ou apds a exposi¢do ao produto quimico em estudo, cultivam-se as células por um periodo suficiente para
que ocorram danos nos cromossomas ou outros efeitos no ciclo/divisio celular conducentes a formacio de
microniicleos nas células em interfase. Para indugdo de aneuploidia, o produto quimico em estudo deve
normalmente estar presente durante a mitose. Colhem-se células em interfase, coloram-se e analisam-se, para
pesquisar a presenga de microntcleos. Idealmente, s6 devem contar-se micronticleos em células que tenham sofrido
mitose completa durante a exposi¢do ao produto quimico em estudo ou durante o periodo pds-tratamento, caso
exista. Nas culturas que tenham sido tratadas com um bloqueador da citocinese, basta, para isso, contar apenas as
células binucleadas. Na auséncia de bloqueador da citocinese, é importante demonstrar (com base no aumento da
populagio celular) a probabilidade elevada de que as células analisadas se tenham dividido durante ou apds
a exposicdo ao produto quimico em estudo. Em todos os protocolos, é importante demonstrar a ocorréncia de
proliferagdo celular, tanto nas culturas tratadas como nas culturas de controlo, determinando-se o grau de citotoxi-
cidade ou de citdstase induzido pelo produto quimico em estudo em todas as culturas nas quais se procede a
contagem de micronicleos.
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DESCRICAO DO METODO

Células

Podem utilizar-se linfécitos primdrios cultivados de sangue periférico humano (ou de outros mamiferos) (7) (20)
(46) (47) e uma série de linhagens celulares de roedores, como CHO, V79, CHL/IU e L5178Y, ou de linhagens
celulares humanas, como a TK6 (19) (20) (21) (22) (23) (26) (27) (28) (29) (31) (33) (34) (35) (36) (ver o ponto 6).
Ja se utilizaram outras linhagens celulares em ensaios de microntcleos, como HT29 (48), Caco-2 (49), HepaRG (50)
(51), células HepG2 (52) (53), A549 e células embriondrias primdrias de hamster sirio (Mesocricetus auratus) (54), as
quais ndo foram, porém, ainda completamente validadas. A eventual utilizagdo desses tipos de células ou linhagens
celulares terd de ser justificada, com base no seu desempenho comprovado no ensaio, em conformidade com
a secgdo «Critérios de aceitabilidade» Comprovou-se que a citocalasina B pode influenciar o crescimento das células
L5178Y, pelo que ndo se recomenda a sua utilizagdio com esta linhagem celular (23). Se se utilizarem células
primdrias, deve ponderar-se, sempre que possivel e por razdes de bem-estar animal, a utilizagdo de células de
origem humana, obtidas em conformidade com os principios éticos e a regulamentagio nesse dominio.

Os linfécitos de sangue humano periférico devem provir de individuos jovens (18-35 anos), ndo-fumadores, que
ndo sofram de nenhuma doenca nem tenham estado expostos recentemente a niveis de agentes genotdxicos (por
exemplo produtos quimicos ou radiagdes ionizantes) suscetiveis de aumentar a incidéncia de base de células
micronucleadas. Desta forma, assegura-se uma incidéncia de base de células micronucleadas baixa e regular.
A incidéncia de base de células micronucleadas aumenta com a idade, uma tendéncia mais pronunciada no sexo
feminino do que no sexo masculino (55). Se se reunirem para utilizacio células de mais do que um dador, deve
indicar-se o ndmero de dadores. £ necessirio demonstrar que as células se dividiram, desde o inicio do tratamento
com o produto quimico em estudo, até a colheita das células. Uma vez que a sensibilidade dos estddios celulares ao
produto quimico em estudo pode ndo ser conhecida, mantém-se as culturas celulares numa fase de crescimento
exponencial (linhagens celulares) ou estimula-se a divisio das células (culturas primdrias de linfdcitos), de forma que
a exposicdo ocorra em diversos estddios do ciclo celular. Geralmente, as células primdrias que necessitam de ser
estimuladas com agentes mitogénicos para se dividirem ji ndo estdo sincronizadas durante o periodo de exposicio
ao produto quimico em estudo (caso, por exemplo, dos linfécitos humanos apds 48 horas de estimulacio
mitogénica). Ndo se recomenda a utilizacdo de células sincronizadas durante o tratamento com o produto quimico
em estudo, embora essa utilizacdo possa ser aceitdvel, caso se justifique.

Meios e condigdes de cultura

Devem manter-se as culturas em meios de cultura e condigdes de incubacio adequados (tipo de recipiente,
atmosfera humidificada com concentragio de CO, de 5 %, se necessdrio, temperatura de 37 °C). As linhagens
celulares devem ser periodicamente verificadas quanto a estabilidade do niimero modal de cromossomas e a
auséncia de contaminacdo por micoplasmas, ndo devendo as células ser utilizadas caso se verifique que estdo
contaminadas ou que o niimero modal de cromossomas se alterou. A duragdo normal do ciclo celular das linhagens
celulares ou das culturas primdrias utilizadas no laboratério de ensaio deve ser conhecida e ser compativel com as
caracteristicas celulares publicadas.

Preparagiio das culturas

Linhagens celulares: repicam-se células de culturas de reserva, inoculam-se num meio de cultura, com densidade tal
que as células em suspensio ou em monocamadas continuem a crescer exponencialmente até ao momento da
colheita (por exemplo, deve evitar-se a confluéncia no caso do crescimento de células em monocamadas).
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Linfécitos: cultiva-se (por exemplo durante 48 horas, no caso dos linfécitos humanos) sangue integral, tratado com
um anticoagulante (por exemplo heparina), ou linfécitos separados, na presenca de um agente mitogénico (por
exemplo fito-hemaglutinina — PHA —, no caso dos linfécitos humanos) destinado a induzir a divisdo celular antes
da exposigdo ao produto quimico em estudo e a citocalasina B.

Ativagio metabélica

Se se utilizarem células com capacidade metabdlica endégena inadequada, serd necessario utilizar sistemas metaboli-
zantes exdgenos. O sistema mais geralmente utilizado e normalmente recomendado, a menos que se justifique
utilizar outro, é uma fragdo pés-mitocondrial reforcada com cofator (S9), preparada a partir de figados de roedores
(em geral, ratos) tratados com agentes de inducdo enzimdtica como Aroclor 1254 (56) (57) ou uma mistura de
fenobarbital e b-naftoflavona (58) (59) (60). Esta tltima combinagio nio é contrdria a Convencio de Estocolmo
sobre Poluentes Orgénicos Persistentes (61) e comprovou-se ser tdo eficaz na indugdo de oxidases de fun¢do mista
como o Aroclor 1254 (58) (59) (60). A fragdo S9 ¢ habitualmente utilizada em concentra¢des na gama de 1 %
a 2 % (v/v), mas pode ser aumentada para 10 % (v/v) no meio de ensaio final. Durante o tratamento, deve evitar-se
a utilizagdo de produtos que reduzam o indice mitdtico, em especial complexantes de célcio (62). A classe de
produtos quimicos em estudo pode influenciar a escolha do tipo e da concentracio do sistema exdgeno de ativacio
metabdlica ou do indutor metabdlico utilizado.

Preparagio do produto quimico em estudo

Os produtos quimicos sélidos devem ser adicionados a solventes adequados e, se necessério, ser diluidos antes do
tratamento das células. Os produtos quimicos liquidos podem ser adicionados diretamente ao sistema de ensaio e/
Jou ser diluidos antes de serem utilizados no tratamento do sistema de ensaio. Para o ensaio de produtos quimicos
gasosos ou voldteis, devem ser efetuadas alteragdes adequadas aos protocolos normalizados, como o tratamento em
recipientes de cultura hermeticamente fechados (63) (64) (65). A preparagdo do produto quimico em estudo deve
ocorrer imediatamente antes do tratamento, a menos que dados de estabilidade demonstrem que o produto pode
ser armazenado.

Condigdes de realizacio do ensaio

Solventes

O solvente deve ser escolhido de modo a otimizar a solubilidade dos produtos quimicos em estudo sem afetar
negativamente a realizacdo do ensaio (por exemplo por alteragdo do crescimento celular, afetagio da integridade do
produto quimico em estudo, reagio com os recipientes de cultura ou comprometimento do sistema de ativacio
metabdlica). Sempre que possivel, recomenda-se a utilizacdo de um solvente (ou meio de cultura) aquoso. A dgua e
o sulféxido dimetilico (DMSO), por exemplo, sdo solventes consagrados. Em geral, os solventes orginicos nio
devem exceder 1 % (v[v). Caso se dissolva a citocalasina B em DMSO, a quantidade total de solvente organico
utilizada para o produto quimico em estudo e para a citocalasina B ndo deve exceder 1 % (v[v); caso contrério, serd
necessdrio recorrer a amostras de controlo do solvente para verificar se, na percentagem utilizada, o solvente
organico tem efeitos adversos. Os solventes aquosos (solugdes salinas ou dgua) ndo devem exceder 10 % (v/v) no
meio de tratamento final. Se se utilizarem solventes cujas propriedades ndo se encontrem totalmente elucidadas (por
exemplo: etanol ou acetona), devem ser fornecidos dados que comprovem que esses solventes sdo compativeis com
o produto quimico em estudo e com o sistema de ensaio e ndo sdo genotdxicos a concentragdo utilizada. Na
auséncia de dados comprovativos, é importante incluir amostras de controlo ndo-tratadas (ver o apéndice 1), bem
como amostras de controlo do solvente, para demonstrar que o solvente escolhido ndo induz efeitos deletérios ou
cromossoémicos (por exemplo: aneuploidia ou clastogenicidade).
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Utilizagdo de citocalasina B como bloqueador da citocinese

Um dos aspetos mais importantes a ponderar no desempenho do ensaio in vitro de microniicleos é o imperativo de
garantir que as células sujeitas & contagem sofreram mitose completa durante o tratamento ou durante o eventual
periodo de incubacdo pés-tratamento. Deve, portanto, circunscrever-se a contagem de micronticleos as células que
sofreram mitose durante ou ap6s o tratamento. A citocalasina B tem sido o agente mais utilizado para bloquear
a citocinese, pois inibe a agregacdo da actina e impede assim a separagio das células-filhas apds a mitose,
conduzindo a formagdo de células binucleadas (6) (66) (67). Caso se utilize citocalasina B, pode medir-se simulta-
neamente o efeito do produto quimico em estudo na cinética da proliferagdo celular. Quando se utilizam linf6citos
humanos, é necessério recorrer a citocalasina B como bloqueador da citocinese, porque, caso contrério, a duracdo
do ciclo celular variaria de dador para dador e nem todos os linfocitos responderiam a PHA. Nio é obrigatério
utilizar citocalasina B no caso de outros tipos de células, caso possa comprovar-se que as células utilizadas se
dividiram conforme se explica no ponto 27. Normalmente, tampouco se utiliza citocalasina B quando se recorre
a métodos de citometria de fluxo para avaliar a formagdo de microniicleos nas amostras.

O laboratério determina, para cada tipo de célula, a concentracio de citocalasina B necessdria para otimizar
a frequéncia de células binucleadas nas culturas de controlo do solvente, concentragdo essa que, comprovadamente,
deve gerar um ndmero de células binucleadas suficiente para a contagem. A concentragio adequada de citocalasina B
situa-se normalmente entre 3 e 6 pg/ml (19).

Medigio da proliferagio celular e da citotoxicidade e escolha das concentragdes de tratamento

Quando se determina a concentragdo méxima a ensaiar do produto quimico em estudo, devem ser evitadas concen-
tragdes suscetiveis de gerar respostas positivas falsas, como as que produzam citotoxicidade excessiva (ver
o ponto 29), precipitagdes no meio de cultura (ver o ponto 30) ou altera¢des pronunciadas do pH ou da pressio
osmdtica (ver o ponto 9). Se, ao ser adicionado, o produto quimico em estudo causar uma alteracio pronunciada
do pH do meio, o pH pode ser ajustado por tamponamento do meio de tratamento final, de modo a evitar falsos
resultados positivos e manter condigdes de cultura adequadas.

Efetuam-se medigdes da proliferacdo celular para garantir um nmero suficiente de células tratadas que sofreram
mitose durante o ensaio e que os tratamentos sdo efetuados a niveis adequados de citotoxicidade (ver o ponto 29).
A citotoxicidade deve ser determinada na experiéncia principal com e sem ativagio metabdlica, utilizando um
indicador apropriado de crescimento e morte celular (ver os pontos 26 e 27). Embora a avaliagdo da citotoxicidade
num ensaio preliminar possa ser 1til para definir melhor as concentragdes a utilizar no ensaio principal, esse ensaio
preliminar ndo é obrigatério. Se for efetuado, ndo deve substituir a determinagdo da citotoxicidade no ensaio
principal.

O tratamento das culturas com citocalasina B e a determinacdo das frequéncias relativas de células mononucleadas,
binucleadas e plurinucleadas na cultura celular constituem um método rigoroso de quantificagio do efeito do
tratamento na proliferagdo celular e da atividade citotdxica e citostdtica do mesmo (6), garantindo que apenas sdo
contadas ao microscopio células que se dividiram durante ou apds o tratamento. Recomenda-se a medi¢io do
indice de proliferacdo com citocinese bloqueada (CBPI) (6) (27) (68) ou do indice de replicacio (IR) de, pelo menos,
500 células por cultura (ver as formulas respetivas no apéndice 2), para estimar a atividade citotdxica e citostatica
do tratamento por comparagio dos valores obtidos para as culturas tratadas e para as culturas de controlo.
A avaliagio de outros indicadores de citotoxicidade (por exemplo: integridade celular, apoptose, necrose, contagem
das células em metifase, ciclo celular) pode fornecer informacdes tteis, mas ndo pode substituir-se & do CBPI nem a
do IR.
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Nos estudos em que ndo se recorra a citocalasina B, é necessrio demonstrar que as células da cultura se dividiram,
de modo que a divisdo de uma parte substancial das células contadas tenha ocorrido durante ou apés o tratamento
com o produto quimico em estudo; caso contrdrio, podem surgir respostas negativas falsas. Recomenda-se
a medigdo da duplicagdo da populagio em termos relativos (RPD) ou do aumento relativo da contagem celular
(RICC) para estimar a atividade citotéxica e citostdtica do tratamento (17) (68) (69) (70) (71) (ver as férmulas no
apéndice 2). Quando os tempos de amostragem forem dilatados — por exemplo: duragio do tratamento
equivalente a 1,5 a 2 vezes a duragdo normal do ciclo celular e colheita uma vez transcorrido um periodo adicional
igualmente equivalente a 1,5 a 2 vezes a duracio normal do ciclo celular, dai resultando, no total, tempos de
amostragem superiores a 3 a 4 vezes a duragdo normal do ciclo celular (ver os pontos 38 e 39) —, a duplicagio da
populagdo em termos relativos pode subestimar a citotoxicidade (71). Nestas condi¢des, o RICC poderd constituir
uma melhor estimativa, mas a avaliagdo da citotoxicidade apés um periodo equivalente a 1,5 a 2 vezes a duragio
normal do ciclo celular ndo deixard de proporcionar uma estimativa Gtil. A avaliagio de outros marcadores de
citotoxicidade ou de citéstase (por exemplo: integridade celular, apoptose, necrose, contagem das células em
metifase, indice de proliferacdo, ciclo celular, pontes nucleopldsmicas ou protrusdes nucleares) pode fornecer
informagdes tteis adicionais, mas ndo pode substituir-se 8 da RPD nem a do RICC.

Devem ser avaliadas, pelo menos, trés concentracdes de ensaio (ndo incluindo as amostras de controlo positivo nem
as amostras de controlo do solvente) que cumpram os critérios de aceitabilidade (citotoxicidade adequada, nimero
de células etc.). Independentemente do tipo de células (linhagens celulares ou culturas primdrias de linfécitos),
podem ser utilizados, para cada concentragio ensaiada, replicados da cultura tratada ou uma Gnica cultura tratada.
Embora seja aconselhdvel a utilizacdo de culturas em duplicado, uma cultura tnica é igualmente aceitdvel, desde que
se conte 0 mesmo nimero total de células na cultura tinica e nas culturas em duplicado. O recurso a uma tnica
cultura é particularmente importante quando se avaliam mais de trés concentracdes (ver os pontos 44 e 45). Os
resultados obtidos a uma dada concentragdo com as culturas replicadas independentes podem ser agrupados para
a andlise de dados. No caso dos produtos quimicos que demonstrem pouca ou nenhuma citotoxicidade, sio
normalmente adequadas concentracdes espacadas por um fator de 2 a 3. Quando se observa citotoxicidade, as
concentragdes escolhidas para o ensaio devem definir uma gama com inicio na concentragdo citotoxica descrita no
ponto 29 e que inclua concentragdes as quais se observe toxicidade moderada e pouca ou nenhuma citotoxicidade.
Muitos produtos quimicos estudados apresentam curvas concentragdo-resposta com declive acentuado, pelo que,
para obter dados a citotoxicidade baixa e moderada ou para analisar em pormenor a relacdo dose[resposta, serd
necessario recorrer a concentragdes menos espagadas efou a mais de trés concentragdes (da cultura tnica ou dos
replicados), em especial nas situagdes em que for necessario repetir o ensaio (ver o ponto 60).

Se a concentracdo mdxima se basear na citotoxicidade, a concentragio mais elevada deve visar 55 % + 5 % de
citotoxicidade, utilizando os parametros de citotoxicidade recomendados (ou seja, reducdo do RICC e da RPD, no
caso das linhagens celulares sem utilizacdo de citocalasina B, e reducdo do CBPI ou do IR, quando se utilizar
citocalasina B, para 45 % + 5 % da amostra de controlo negativa ensaiada em paralelo) (72). Os resultados positivos
observados apenas no extremo superior da gama de 55 % * 5 % de citotoxicidade devem ser interpretados com
precaugdo (71).

No caso de produtos quimicos pouco soliveis ndo-citotdxicos a concentragdes inferiores a concentragdo insolivel
minima, a maior concentracdo analisada deve gerar, no final do tratamento com o produto quimico em estudo,
turbidez ou um precipitado visivel a olho nu ou com auxilio de um microscépio invertido. Mesmo no caso de se
observar citotoxicidade acima da menor concentragdo insoltvel, é conveniente ensaiar uma tnica concentragdo que
gere turbidez ou um precipitado visivel, porque o precipitado pode induzir efeitos falsos. A concentragio que gera
um precipitado, devem ser tomados os devidos cuidados para assegurar que este ndo interfere na realizacio do
ensaio (por exemplo em termos de coloragio ou de contagem). Neste contexto, pode ser tutil determinar
a solubilidade no meio de cultura antes do ensaio.

Se ndo se observar precipitacgio nem citotoxicidade condicionante, a maior concentracio ensaiada deve
corresponder a menor das seguintes concentra¢des: 10 mM, 2 mg/ml ou 2 pl/ml (73) (74) (75). Se o produto
quimico em estudo ndo for de composi¢io definida — caso, por exemplo, das substincias de composicio
desconhecida ou varidvel, de produtos de reagdo complexos ou de matérias bioldgicas, os ditos <UVCB» (76), de
extratos ambientais etc. —, a concentragdo mdxima, na auséncia de citotoxicidade suficiente, pode ter de ser mais
elevada (por exemplo 5 mg/ml), para aumentar a concentracio de cada componente. Importa, contudo, notar que
estes requisitos podem diferir no caso de medicamentos para uso humano (93).
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Amostras de controlo

Para cada colheita, devem ser ensaiadas amostras de controlo negativas em paralelo (ver o ponto 21), procedendo-se
do mesmo modo que no caso da exposi¢io ao produto quimico em estudo, mas expondo as células em cultura
apenas ao solvente e ao meio.

Sdo necessdrias amostras de controlo positivo correspondentes para demonstrar a capacidade do laboratério de
identificar clastogénios e aneugénios nas condi¢des do protocolo de ensaio, bem como a eficicia do sistema
exdgeno de ativacdo metabdlica (se for caso disso). O quadro 1 apresenta exemplos de produtos quimicos de
controlo positivo. Se tal se justificar, podem ser utilizados outros produtos quimicos de controlo positivo.

Presentemente, ndo se conhecem aneugénios que necessitem de ativagio metabdlica para manifestarem atividade
genotoxica (17). Dado que os ensaios de toxicidade genética in vitro em células de mamiferos estdo suficientemente
normalizados no que respeita a tratamentos paralelos de curta duragio com e sem ativagio metabdlica por periodo
idéntico, o recurso a produtos quimicos de controlo positivo pode limitar-se a um clastogénio que necessite de
ativagdo metabolica. Neste caso, uma resposta clastogénica a um tnico produto quimico de controlo positivo serd
reveladora da atividade do sistema de ativacio metabdlica e da reatividade do sistema de ensaio. No entanto, deve
utilizar-se um produto quimico de controlo positivo no caso dos tratamentos prolongados (sem S9), dado que
a duragdo do tratamento diferird da do ensaio com ativagio metabdlica. Se, para um tratamento de curta duracio
com e sem ativagdo metabdlica, se utilizar um clastogénio como produto quimico de controlo positivo tinico, deve
utilizar-se um aneugénio para um tratamento prolongado sem ativagio metabdlica. No caso das células metaboli-
camente competentes que ndo necessitam de S9, deve utilizar-se um produto quimico de controlo positivo para
a clastogenicidade e outro para a aneugenicidade.

Cada produto quimico de controlo positivo deve ser utilizado a uma ou mais concentragdes as quais se preveja um
aumento detetdvel e reprodutivel relativamente a linha de fundo para demonstrar a sensibilidade do sistema de
ensaio (evidenciando efeitos claros, mas nio imediatamente reveladores da identidade das ldminas codificadas a
pessoa que efetua as contagens), ndo devendo a resposta ser comprometida por manifestagdes de citotoxicidade
superiores aos limites especificados neste método de ensaio.

Quadro 1

Produtos quimicos de referéncia recomendados para avaliar a competéncia técnica do laboratério e para
selecionar os produtos quimicos de controlo positivo

Categoria Produto quimico N.o de registo CAS

1. Clastogénios ativos sem ativagio metabdélica

Metanossulfonato de metilo 66-27-3
Mitomicina C 50-07-7
N-6xido de 4-nitroquinolina 56-57-5
Arabindsido de citosina 147-94-4

2. Clastogénios que necessitam de ativacio metabolica

Benzo[a]pireno 50-32-8

Ciclofosfamida 50-18-0
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Categoria Produto quimico N.o de registo CAS
3. Aneugénios
Colquicina 64-86-8
Vimblastina 143-67-9

PROTOCOLO DE ENSAIO

Programa de tratamento

A fim de maximizar a probabilidade de detecdo de a¢des aneugénicas ou clastogénicas num determinado estddio do
ciclo celular, é importante tratar com o produto quimico em estudo um nimero de células suficientemente
representativo de todos os estadios desse ciclo. Os tratamentos devem sempre comegar e terminar durante a fase de
crescimento exponencial das células, as quais devem continuar a multiplicar-se até a colheita das amostras.
O programa de tratamento aplicado as linhagens celulares e as culturas de células primdrias pode, portanto, diferir
um pouco do aplicado aos linfécitos, que necessitam de estimulagdo mitogénica para iniciarem o seu ciclo celular
(17). Relativamente aos linfécitos, a melhor prética ¢ iniciar o tratamento com o produto quimico em estudo 44
a 48 horas apés a estimulagdo com PHA, quando as células estiverem a dividir-se sem sincronia (6).

Os dados publicados (19) indicam que, na sua maioria, os aneugénios e os clastogénios sdo detetados com um
tratamento curto durante 3 a 6 horas, na presenga ou auséncia de S9, seguido da remocio do produto quimico em
estudo e da colheita das amostras uma vez transcorrido um periodo equivalente a duragdo normal de 1,5 a 2,0
ciclos celulares ap6s o inicio do tratamento (7).

No entanto, para uma avaliagio completa, necessdria para concluir por um resultado negativo, devem ser aplicadas,
nos tratamentos curtos com e sem ativagio metabdlica e nos tratamentos longos sem ativagio metabdlica, as trés
seguintes condi¢des experimentais (ver os pontos 56, 57 e 58):

— exposi¢do das células ao produto quimico em estudo, sem ativacio metabdlica, durante 3 a 6 horas; colheita das
amostras uma vez transcorrido um periodo equivalente a duragdo normal de 1,5 a 2,0 ciclos celulares ap6s
o inicio do tratamento (19);

— exposi¢do das células ao produto quimico em estudo, com ativacdo metabdlica, durante 3 a 6 horas; colheita
das amostras uma vez transcorrido um periodo equivalente a dura¢do normal de 1,5 a 2,0 ciclos celulares apds
o inicio do tratamento (19);

— exposi¢do continua das células, sem ativagdo metabolica, até a colheita das amostras uma vez transcorrido um
periodo equivalente & duragio normal de 1,5 a 2,0 ciclos celulares.

Se a aplicacdo de alguma destas condi¢des experimentais conduzir a uma resposta positiva, poderd ndo ser
necessario investigar os outros regimes de tratamento.

Caso esteja comprovado ou se suspeite que o produto quimico em estudo afeta a duracdo do ciclo celular (por
exemplo quando se estudam andlogos dos nucledsidos), sobretudo no caso de células competentes em p53 (35) (36)
(77), os periodos de recuperagio e de colheita de amostras podem ser prolongados no equivalente a duragdo
normal de 1,5 a 2,0 ciclos celulares (ou seja, periodo total equivalente a duragdo de 3,0 a 4,0 ciclos celulares, apds
o inicio do tratamento curto ou longo). Estas possibilidades alternativas destinam-se a superar as situa¢des em que
se tema a eventual interagdo do produto quimico em estudo com a citocalasina B. Se o periodo transcorrido até a
colheita das amostra tiver sido dilatado (ou seja, tempo de cultura equivalente a duragio de 3,0 a 4,0 ciclos
celulares), é necessdrio garantir que as células ainda estejam em franca divisio. Por exemplo, o crescimento
exponencial dos linfécitos pode ji estar em declinio 96 horas ap6s a estimulagdo, e pode haver confluéncia nas
monocamadas celulares em cultura.
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Os programas propostos para o tratamento das células resumem-se no quadro 2. Estes programas de tratamento
gerais podem ser alterados (justificagdo necessdria) em funcdo da estabilidade ou reatividade do produto quimico em
estudo ou das especificidades de crescimento das células utilizadas

Quadro 2

Tratamento das células e cronologia da colheita de amostras no ensaio in vitro de microniicleos

Linfdcitos, células primdrias e li- | + S9 Tratamento de trés a seis horas, na presenca de S9;
nhagens celulares tratados com | Tratamento curto Remogio da S9 e do meio de tratamento;
aplicacdo de citocalasina B Adigdo de meio fresco e de citocalasina B;

Colheita apds 1,5 a 2,0 ciclos celulares normais,
depois de iniciado o tratamento.

-39 Tratamento de trés a seis horas;

Tratamento curto Remocio do meio de tratamento;

Adicdo de meio fresco e de citocalasina B;

Colheita apds 1,5 a 2,0 ciclos celulares normais,
depois de iniciado o tratamento.

-S9 Tratamento durante periodo equivalente a 1,5
Tratamento prolongado a 2,0 ciclos celulares normais, na presenca de cito-
calasina B;

Colheita no termo do periodo de tratamento.

Linhagens celulares tratadas sem aplicagdo de citocalasina B
(Procede-se de modo idéntico ao acima descrito, exceto que ndo se adiciona citocalasina B.)

No caso das culturas em monocamada, no final do tratamento de trés a seis horas podem estar presentes células
mitéticas (identificdveis pela sua forma arredondada e por se destacarem da superficie). Por se destacarem com
facilidade, estas células podem perder-se quando se remove o meio que contém o produto quimico em estudo. Caso
se verifique um aumento substancial do niimero de células mitdticas relativamente as amostras de controlo,
indicativo de provével suspensio da mitose, as células devem ser recolhidas por centrifugacio e reinseridas na
cultura, para que, no momento da colheita, ndo se percam células que estejam em mitose e, consequentemente, em
risco de formacdo de micronticleos ou de ocorréncia de aberracdes cromossémicas.

Colheita de células e preparacio das laminas

As células de cada cultura devem ser colhidas e manipuladas separadamente. A preparacio das células pode incluir
um tratamento hipotonico, mas esse passo ndo serd necessdrio se se puder obter uma dilatacio adequada das
células por outra via. Podem ser utilizadas vdrias técnicas na preparagdo das laminas, desde que se obtenham
preparagdes celulares de alta qualidade para a contagem. As células com citoplasma e membrana celular intactos
destinam-se a pesquisa de micronticleos e (no método com bloqueio da citocinese) a uma identificagdo fidvel das
células binucleadas.
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A coloragio das laminas pode fazer-se por vérios métodos: por exemplo com o corante Giemsa ou corantes fluores-
centes especificos do ADN. A utilizacdo de corantes fluorescentes adequados — por exemplo: laranja de acridina
(78) ou uma combinagio do corante 33258 da Hoechst e de pironina-Y (79) — pode eliminar alguns erros
associados a utilizagdo de corantes inespecificos do ADN. Na identificacio do contetido dos microndcleos (se
houver interesse em obter informagdes sobre os mecanismos de formagio destes), podem ser utilizados anticorpos
anticinetcoro, o método FISH com sondas de ADN pancentromérico ou a marcagdo in situ com iniciadores
pancentroméricos especificos, em combinagio com uma coloragio de contraste adequada do ADN (os
cromossomas completos adquirem coloracio, os fragmentos de cromossomas acéntricos ndo) (16) (17). Na diferen-
ciagdo entre clastogénios e aneugénios, podem ser utilizados outros métodos, cuja eficdcia tenha sido demonstrada
e validada. Por exemplo, no caso de determinadas linhagens celulares, a medigdo dos nicleos sub-2N como hipodi-
ploidia, por meio de técnicas como a andlise de imagem, a citometria de varrimento por laser ou a citometria de
fluxo, também pode fornecer informacdes dteis (80) (81) (82). O exame da morfologia dos nicleos pode dar
indicagBes sobre eventual aneuploidia. Um ensaio de aberracdes cromossémicas a células em metifase, de
preferéncia no mesmo tipo de células e segundo protocolo de sensibilidade comparavel, pode também ser ttil para
determinar se os microntcleos se devem a cisdo de cromossomas (sabendo que as perdas cromossdémicas ndo sio
detetdveis nesse ensaio).

Andlise

Antes da andlise microscopica da frequéncia de microntcleos, codificam-se todas as laminas independentemente
umas das outras, incluindo as correspondentes as amostras de controlo do solvente, as amostras de controlo ndo-
-tratadas (se forem utilizadas) e as amostras de controlo positivo. Quando se utilizam sistemas de contagem
automaticos (por exemplo: citometria de fluxo, citometria de varrimento por laser ou andlise de imagem), devem
ser utilizadas técnicas adequadas para evitar eventuais erros sistemdticos ou enviesamentos. Independentemente dos
meijos automadticos utilizados na contagem dos micronticleos, devem ser concomitantemente determinados o CBPI,
o IR, a RPD e o RICC.

Nas culturas de células tratadas com citocalasina B, analisa-se a frequéncia de microntcleos em, pelo menos, 2 000
células binucleadas por nivel de concentragio e por amostra de controlo (83), igualmente repartidas pelos
replicados eventualmente utilizados. Caso haja apenas uma cultura por dose (ver o ponto 28), deve efetuar-se
a contagem em, pelo menos, 2 000 células binucleadas dessa cultura (83). Se o nimero de células disponivel para
contagem, em cada nivel de concentra¢do, for substancialmente inferior a 1 000 células binucleadas por cultura
(culturas em duplicado) ou substancialmente inferior a 2 000 células binucleadas (cultura dnica) e ndo se detetar
um aumento significativo de microndcleos, deve repetir-se o ensaio, utilizando mais células ou concentragdes
menos citotdxicas, conforme seja mais conveniente. Devem ser tomadas precau¢des para ndo se contarem células
binucleadas com formas irregulares ou cujos nicleos tenham dimensdes muito diferentes. Também ndo devem
confundir-se células binucleadas e células plurinucleadas com dilatagdo insuficiente. Ndo devem pesquisar-se
microntcleos em células com mais de dois nticleos principais, cuja frequéncia normal de microntcleos pode ser
mais elevada (84). Admite-se a contagem das células mononucleadas se o produto quimico em estudo interferir
comprovadamente com a atividade da citocalasina B. Nesses casos, pode ser til repetir o ensaio sem citocalasina B.
A contagem das células mononucleadas, adicionalmente a contagem das células binucleadas, pode fornecer
informagdes dteis, mas ndo é obrigatéria (85) (86).

Nas linhagens celulares ensaiadas sem tratamento com citocalasina B, deve efetuar-se a contagem de micronticleos
em, pelo menos, 2 000 células por nivel de concentragio e por amostra de controlo (83), igualmente repartidas
pelos replicados eventualmente utilizados. Quando se utiliza apenas uma cultura por nivel de concentragio (ver
o ponto 28), deve efetuar-se a contagem em, pelo menos, 2 000 células dessa cultura. Se o niimero de células
disponivel para contagem, em cada nivel de concentragdo, for substancialmente inferior a 1 000 células por cultura
(culturas em duplicado) ou substancialmente inferior a 2 000 células (cultura dnica) e ndo se detetar um aumento
significativo de microndcleos, deve repetir-se o ensaio, utilizando mais células ou concentra¢des menos citotoxicas,
conforme seja mais conveniente.

Quando se utiliza citocalasina B, devem ser utilizadas, pelo menos, 500 células por cultura para calcular o CBPI ou
o indice de replicagdo, a fim de determinar a proliferacdo celular (ver o apéndice 2). Se os tratamentos forem
efetuados sem citocalasina B, é essencial demonstrar que as células em cultura se dividiram como se referiu nos
pontos 24 a 28.
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Competéncia técnica do laboratério

A fim de comprovar que possui experiéncia suficiente na realizagdo do ensaio antes de passar a utilizar este método
em ensaios de rotina, o laboratério deve ter efetuado uma série de experiéncias com produtos quimicos de
referéncia positivos que ajam por diferentes mecanismos (pelo menos um com e outro sem ativagdo metabdlica e
um que aja por mecanismo aneugénico, sendo os produtos quimicos correspondentes selecionados da lista
constante do quadro 1), bem como vérias amostras de controlo negativas (utilizando culturas ndo-tratadas e vdrios
solventes/excipientes). As respostas observadas as amostras de controlo positivas e negativas devem ser coerentes
com as referéncias bibliograficas. Este requisito ndo é aplicdvel a laboratérios com experiéncia, isto é, que
disponham de uma base de dados histéricos como se refere nos pontos 49 a 52.

O laboratério deve investigar uma selecio de produtos quimicos de controlo positivo (ver o quadro 1), aplicados
em tratamentos de curta e de longa duragio sem ativagio metabdlica, bem como em tratamentos curtos com
ativagdo metabdlica, a fim de demonstrar a sua competéncia na dete¢do de produtos quimicos clastogénicos e
aneugénicos, determinar a eficicia do sistema de ativagdo metabdlica e demonstrar a adequacio dos métodos de
contagem (andlise visual ao microscépio, citometria de fluxo, citometria de varrimento por laser ou andlise de
imagem). A gama de concentragdes dos produtos quimicos selecionados deve ser escolhida de forma a proporcionar
aumentos reprodutiveis e dependentes da concentragio, relativamente ao nivel de fundo, que permitam demonstrar
a sensibilidade e a gama dindmica do sistema de ensaio.

Dados histéricos de controlo

O laboratério deve elaborar:

— um historjal da gama e da distribuicdo dos controlos positivos;

— um historial da gama e da distribui¢do dos controlos negativos (amostras ndo-tratadas, solvente).

Ao obter os primeiros dados para um historial de distribuicio dos controlos negativos, os controlos negativos
realizados em paralelo devem ser coerentes com os dados de controlo negativo publicados, caso existam. A medida
que se adicionarem mais dados experimentais a distribui¢do dos controlos, os controlos negativos realizados em
paralelo devem, idealmente, situar-se dentro dos limites de 95 % dos controlos daquela distribuicio (87) (88).
A base de dados historicos de controlo negativo do laboratério deve ser inicialmente constituida por um minimo de
10 experiéncias, embora, de preferéncia, deva ser constituida por, pelo menos, 20 experiéncias efetuadas em
condigdes experimentais compardveis. Os laboratérios devem utilizar métodos de controlo de qualidade, como
graficos de controlo (por exemplo: grificos C ou graficos de barras (88)), para identificar a varjabilidade dos seus
dados de controlo positivo e de controlo negativo e demonstrar que o laboratério domina a metodologia (83).
Encontram-se na bibliografia (87) outras recomendacdes sobre o modo de obter e utilizar dados histéricos (critérios
de inclusdo e exclusdo de dados em séries histdricas e critérios de aceitacdo das experiéncias realizadas).

As eventuais alteracdes ao protocolo experimental devem ser ponderadas em funcio da coeréncia dos dados com as
bases de dados histéricos de controlo do laboratério. As incoeréncias importantes que venham a verificar-se devem
traduzir-se na constituicio de uma nova base de dados histéricos de controlo.

Os dados de controlo negativo devem ser constituidos pela incidéncia de células micronucleadas numa tnica
cultura ou pela soma das incidéncias correspondentes a cada replicado em cultura, como descrito no ponto 28. Os
controlos negativos realizados em paralelo devem, idealmente, situar-se dentro dos limites de 95 % dos controlos da
distribui¢do da base de dados histéricos de controlo negativo do laboratério (87) (88). Caso se situem fora desses
limites, os dados de controlos negativos realizados em paralelo podem ser aceitdveis para inclusio no historial de
distribui¢do de controlos se ndo forem valores aberrantes extremos, se o sistema de ensaio estiver comprovadamente
dominado (ver o ponto 50) e se ndo houver indicios de erro humano ou de deficiéncia técnica.
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DADOS E RELATORIOS

Apresentagio dos resultados

Se se utilizar a técnica do bloqueio da citocinese, a avaliagio da indugdo de micronticleos deve basear-se apenas na
frequéncia de células binucleadas que possuam microntcleos, independentemente do nimero de microntcleos por
célula. A contagem do nimero de células com um, dois ou mais micronticleos pode ser indicada separadamente no
relatério e fornecer informagdes uteis, mas ndo é obrigatéria.

Devem ser efetuadas medigdes em paralelo de citotoxicidade efou citdstase em todas as culturas tratadas e nas
culturas de controlo positivo e de controlo negativo (16). Para medir o atraso do ciclo celular quando se recorre ao
método do bloqueio da citocinese, calcula-se o CBPI e o indice de replicagio de todas as culturas tratadas e de
controlo. Se ndo se adicionar citocalasina B, determina-se a RPD ou o RICC — ver o apéndice 2.

Os dados devem ser fornecidos por cultura e resumidos em quadros.

Critérios de aceitabilidade
A aceitacdo do ensaio baseia-se nos seguintes critérios:

— Um controlo negativo realizado em paralelo é considerado aceitdvel para inclusio na base de dados histéricos
de controlo negativo do laboratério nos termos descritos no ponto 50.

— Os controlos positivos realizados em paralelo (ver o ponto 50) devem induzir respostas compativeis com as
incluidas na base de dados histéricos de controlo positivo do laboratério e gerar um aumento estatisticamente
significativo em relagdo ao controlo negativo realizado em paralelo.

— Devem respeitar-se os critérios de proliferagio celular relativos ao controlo do solvente (pontos 25 a 27).

— Foram ensaiadas todas as condi¢des experimentais, salvo se uma delas tiver dado resultados positivos (ver os
pontos 36 a 40).

— E analisdvel um nimero adequado de células e de concentragdes (pontos 28 e 44 a 46).

— Os critérios de selecdo da concentragdo mdxima s3o coerentes com os descritos nos pontos 24 a 31.

Avaliacio e interpretacio dos resultados

Se se cumprirem todos os critérios de aceitabilidade, o produto quimico em estudo é considerado inequivocamente
positivo se, nas condi¢des experimentais examinadas (ver os pontos 36 a 39):

— pelo menos uma das concentragdes ensaiadas apresentar um aumento estatisticamente significativo em relagio
ao controlo negativo realizado em paralelo (89);

— esse aumento, avaliado por recurso a uma andlise de tendéncias adequada, for dependente da dose em, pelo
menos, uma das condi¢des experimentais (ver o ponto 28);

— nenhum dos resultados estiver fora da distribuicdo dos dados histéricos de controlo negativo (por exemplo:
limites de 95 % dos controlos, com base numa distribuicio de Poisson; ver o ponto 52).

Se todos estes critérios estiverem preenchidos, o produto quimico em estudo é considerado passivel de induzir
cisdes efou aquisi¢des ou perdas cromossémicas neste sistema de ensaio. As referéncias bibliograficas (90), (91) e
(92) contém recomendagdes sobre os métodos estatisticos mais adequados.
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Se se cumprirem todos os critérios de aceitabilidade, o produto quimico em estudo é considerado inequivocamente
negativo se, nas condi¢des experimentais examinadas (ver os pontos 36 a 39):

— nenhuma das concentragdes ensaiadas apresentar um aumento estatisticamente significativo em relacdo ao
controlo negativo realizado em paralelo;

— ndo se observar nenhum aumento dependente da dose, numa avaliacio feita com base numa andlise de
tendéncias adequada;

— todos os resultados se situarem dentro da distribui¢do dos dados histéricos de controlo negativo (por exemplo:
limites de 95 % dos controlos, com base numa distribui¢do de Poisson; ver o ponto 52).

Nestas circunstancias, o produto quimico em estudo é considerado nio passivel de induzir cisdes e/ou aquisi¢des ou
perdas cromossOmicas neste sistema de ensaio. As referéncias bibliogréficas (90), (91) e (92) contém recomendagdes
sobre os métodos estatisticos mais adequados.

As respostas inequivocamente positivas ou inequivocamente negativas dispensam confirmagio.

No caso de a resposta ndo ser inequivocamente positiva nem inequivocamente negativa, como se descreveu, e/ou
para se tirarem conclusdes sobre a importancia bioldgica do resultado, os dados devem ser avaliados por peritos e/
Jou ser objeto de estudos complementares. Neste contexto, pode ser util contar células adicionais (se isso se
justificar) ou repetir o ensaio, eventualmente com alteragdo das condi¢des experimentais (por exemplo: espagamento
diferente das concentragdes ou outras condi¢des de ativagdo metabélica, como a concentragdo ou origem da S9).

Em certos casos, raros, mesmo apds estudos complementares, os dados obtidos ndo permitirdo concluir por um
resultado positivo ou negativo, pelo que se considerard que o resultado é ambiguo.

A indug¢do de micronticleos, por produtos quimicos com esse efeito, nestes ensaios in vitro pode dever-se a cisdo ou
perda cromossémica ou a ambos os efeitos. Para aprofundar se o mecanismo da indugdo de microntcleos se deve
a atividade clastogénica efou a atividade aneugénica, pode recorrer-se a métodos de andlise que utilizam anticorpos
anticinetocoro, sondas centroméricas especificas in situ ou outros.

Relatério do ensaio

Elementos a constar do relatério do ensaio:

Produto quimico em estudo:

— origem, nimero de lote e data-limite de utilizagdo, se conhecidos;

— estabilidade, se conhecida;

— reatividade com o solvente/excipiente ou com o meio de cultura das células;
— solubilidade e estabilidade no solvente, se conhecidas;

— medigdo do pH, da pressido osmotica e da quantidade de precipitado no meio de cultura ao qual foi adicionado
o produto quimico em estudo, consoante o caso.

Substancia monocomponente:
— aspeto fisico, hidrossolubilidade e outras propriedades fisico-quimicas relevantes;

— dados de identificagdo quimica, como as denominac¢des ITUPAC ou CAS, o nimero CAS, o cddigo SMILES ou
InChl, a férmula estrutural, o grau de pureza, a identidade quimica das impurezas, se justificado e exequivel, etc.

Substancia multicomponentes, UVCB e misturas:

— caracterizacdo, tanto quanto possivel, pela identidade quimica (ver acima), pela ocorréncia quantitativa e pelas
propriedades fisico-quimicas relevantes dos componentes.



L112/122 Jornal Oficial da Unido Europeia 28.4.2017

Solvente:

— justificagdo da escolha;

— percentagem no meio de cultura final.

Células:

— tipo e origem das células utilizadas;

— adequagdo do tipo de célula utilizado;

— auséncia de micoplasmas, no caso das linhagens celulares;

— no respeitante as linhagens celulares, dados relativos a duragio do ciclo celular e ao indice de proliferagio;

— caso se utilizem linfocitos, sexo e idade dos dadores de sangue e quaisquer informagdes relevantes sobre
o dador, utilizagio de sangue integral ou de linfécitos separados e agente mitogénico utilizado;

— duracdo normal (correspondente ao controlo negativo) do ciclo celular;

— 1o respeitante as linhagens celulares, nimero de repicagens (se conhecido);
— no respeitante as linhagens celulares, métodos de manutencio das culturas;
— 1o respeitante as linhagens celulares, nimero modal de cromossomas.
Condigdes de realizagdo do ensaio:

— identificacio da substdncia bloqueante da citocinese eventualmente utilizada (por exemplo citocalasina B),
concentragio dessa substincia e tempo de exposigio das células;

— concentragio do produto quimico em estudo, expressa em concentra¢do final no meio de cultura (por exemplo:
pg/ml ou mg/ml de meio de cultura ou mM no meio de cultura);

— justificagdo da selecdo das concentragdes ¢ do niimero de culturas, incluindo dados de citotoxicidade e
limitagBes de solubilidade;

— composi¢do dos meios e, quando aplicdvel, concentragio de CO,; teor de humidade;

— concentragdo (efou volume) do solvente e do produto quimico em estudo no meio de cultura;
— tempo e temperatura de incubacio;

— duragdo do tratamento;

— tempo decorrido entre o tratamento e a colheita das células;

— densidade celular da sementeira, se for caso disso;

— tipo e composi¢do do sistema de ativagdo metabdlica (fonte de S9, método de preparacdo da mistura de S9,
concentragio ou volume da mistura de S9 e de S9 no meio de cultura final, controlos de qualidade da S9 —
por exemplo: atividade enzimatica, esterilidade, capacidade metabdlica);

— produtos quimicos de controlo positivo e negativo, concentragdes finais, condi¢des e duracdes de tratamento,
perfodos de recuperacio;

— métodos de preparagio das laminas e técnica de coloracdo utilizada;

— critérios de contagem das células micronucleadas (selecio das células examindveis e identificagio dos
microndcleos);

— células analisadas (niimero);
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— métodos de medicdo da citotoxicidade;

— outros dados pertinentes relativos a citotoxicidade e ao método utilizado;

— critérios definidos para que os resultados do estudo sejam considerados positivos, negativos ou ambiguos;
— método(s) de andlise estatistica utilizado(s);

— métodos (como a utilizagdo de anticorpos anticinetocoro ou de sondas pancentroméricas especificas) para
determinar se os microndcleos contém cromossomas inteiros ou fragmentos de cromossomas, se aplicavel;

— métodos utilizados para determinar o pH, a pressdo osmotica e a precipitagio.
Resultados:
— definicdo das células aceitdveis para andlise;

— se ndo se utilizar citocalasina B, nimero de células tratadas e nimero de células colhidas por cultura, caso se
utilizem linhagens celulares;

— métodos de medicio da citotoxicidade utilizados (por exemplo: CBPI ou indice de replicagdo, caso se recorra ao
método do bloqueio da citocinese, ou RICC ou RPD, no caso contrdrio); outros exames eventualmente
realizados (por exemplo: grau de confluéncia celular, apoptose, necrose, contagem das células em metéfase,
frequéncia de células binucleadas);

— sinais de precipitacdo e instante da determinacio;
— dados de pH e de pressdo osmotica do meio de tratamento, caso tenham sido determinados;
— distribuigdo das células mono, bi e plurinucleadas, se se utilizar um método de bloqueio da citocinese;

— ntmero de células com microndcleos, para cada cultura tratada e de controlo, especificando, caso se justifique,
se sdo células binucleadas ou mononucleadas;

— relagdo concentragdo-resposta, quando for possivel determind-la;

— dados (concentragdes e solventes) relativos as amostras de controlo negativo (solvente) e de controlo positivo,
ensaiadas em paralelo;

— dados histéricos relativos as amostras de controlo negativo (solvente) e de controlo positivo, indicando

intervalos, médias e desvios-padrdo e limites de 95 % dos controlos da distribui¢do, bem como o niimero de
dados;

— andlise estatistica; valores p (probabilidade de significancia), caso sejam conhecidos;
Discussdo dos resultados.

Conclusdes.
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Apéndice 1

DEFINICOES

Aneugénio: Produto quimico ou processo que, por interagdo com os componentes do aparelho do ciclo mitético
ou meidtico de divisdo celular, origina aneuploidia em células ou organismos.

Aneuploidia: Desvio, num tnico ou em mais cromossomas, mas nio por séries completas de cromossomas
(poliploidia), do nimero diploide (ou haploide) normal de cromossomas.

Apoptose: Morte celular programada, caracterizada por uma série de etapas conducentes a desintegragio das
células em particulas envolvidas por membranas, que sdo em seguida eliminadas por fagocitose ou excregio.

Proliferacio celular: Aumento do niimero de células por divisdo celular mitética.

N

Centrémero: Regido do ADN de um cromossoma na qual os dois cromatideos se juntam e a qual os dois
cinetocoros estdo ligados lado a lado.

Produto quimico: Substincia ou mistura.
Concentragdes: Trata-se das concentrag¢des finais do produto quimico no meio de cultura.

Clastogénio: Produto quimico ou ocorréncia que causa aberragdes cromossOmicas estruturais em populagdes
celulares ou organismos eucariéticos.

Citocinese: Processo de divisdo celular imediatamente apds a mitose, conducente a formagdo de duas células-filhas,
cada uma com o seu ntcleo.

Indice de proliferagio com citocinese bloqueada (em inglés «CBPI», de «cytokinesis-block proliferation
index»): Propor¢io de células «segunda divisdo» na populacdo tratada, relativamente & amostra de controlo ndo-
-tratada (ver a férmula no apéndice 2).

Citdstase: Inibicio do crescimento celular (ver a férmula no apéndice 2).

Citotoxicidade: No respeitante aos ensaios abrangidos pelo presente método de ensaio e realizados com
citocalasina B, define-se «citotoxicidade» como uma reducio do indice de proliferagio com bloqueio da citocinese
(CBPI) ou do indice de replicagio (IR) das células tratadas, relativamente a amostra de controlo negativo (ver
o ponto 26 e o apéndice 2).

No respeitante aos ensaios abrangidos pelo presente método de ensaio e realizados sem citocalasina B, define-se
«citotoxicidade» como uma redugio da duplicacio da populagdo em termos relativos (RPD) ou do aumento relativo
da contagem celular (RICC) das células tratadas, relativamente a amostra de controlo negativo (ver o ponto 27 e
o apéndice 2).

Genotoéxico: Termo geral que abrange todos os tipos de danos no ADN ou nos cromossomas, incluindo fraturas,
supressio de segmentos, adugdes, ligacdes e alteracdes nucleotidicas, rearranjos, mutagdes génicas, aberragdes
cromossomicas e aneuploidia. Nem todos os tipos de efeitos genotdxicos originam mutagdes ou danos cromos-
sémicos estaveis.

Célula em interfase: Célula que ndo estd na fase mitética.

Cinetdcoro: Estrutura proteica formada no centrémero de um cromossoma, a qual se ligam as fibras fusiformes
durante a divisdo celular, permitindo o movimento organizado dos cromossomas-filhos para os polos das células-

~filhas.

Microniicleo: Pequeno nicleo separado do nicleo principal da célula e que se adiciona a este, formado durante
a tel6fase da mitose ou meiose por cromossomas inteiros ou fragmentos de cromossoma retardatarios.

Mitose: Divisdo do niicleo celular, habitualmente subdividida em préfase, prometafase, metéfase, anafase e telofase.

Indice mitético: Relacio entre o niimero de células em metdfase e o nimero total de células observadas numa
populagido de células; fornece uma indicacdo do grau de proliferacio da populagio em causa.
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Mutagénico: Que produz uma alteragio hereditdria de sequéncias de pares de bases do ADN em genes ou da
estrutura dos cromossomas (aberracdes cromossémicas).

Nio-disjungdo: Falha de separagio de cromatideos emparelhados, que n3o sio adequadamente segregados para as
células-filhas em formacio, originando células-filhas com niimero anormal de cromossomas.

Estado p53: A proteina p53 participa na regulacdo do ciclo celular, na apoptose e na reparagio do ADN. As
células com défice de proteina p53 funcional, incapazes de suspender o ciclo celular ou de eliminar as células
danificadas por apoptose ou por outros mecanismos (como a induc¢do de reparagio do ADN) relacionados com as
fungdes da p53 em resposta a danos no ADN, devem, em teoria, ser mais atreitas a mutagdes genéticas ou
a aberracOes cromossomicas.

Poliploidia: Aberracdes cromossémicas numéricas em células ou organismos, que abrangem uma ou mais séries
completas de cromossomas — por oposi¢do a aneuploidia, que abrange um ou mais cromossomas.

Indice de proliferagio (IP): Método de medicio da citotoxicidade quando ndo se utiliza citocalasina B (ver
a férmula no apéndice 2).

Aumento relativo da contagem celular (em inglés «RICC», de «relative increase in cell count»): Método de
medigdo da citotoxicidade quando ndo se utiliza citocalasina B (ver a formula no apéndice 2).

Duplicacio da populacio em termos relativos (em inglés «<RPD», de «relative population doubling»): Método
de medigdo da citotoxicidade quando ndo se utiliza citocalasina B (ver a formula no apéndice 2).

Indice de replicagio (IR): Razio entre o nimero de ciclos de divisio celular completados numa cultura tratada e
na amostra de controlo ndo-tratada, durante o periodo de exposicio e de recuperagio (ver a férmula no
apéndice 2).

Fracdo S9 de figado: Sobrenadante apds centrifugacio do homogeneizado de figado a 9000 g (extrato de figado
em bruto).

Mistura S9: Mistura de fracdo S9 de figado e cofatores necessarios a atividade enzimdtica metabdlica.

Amostra de controlo do solvente: Termo geral que define as culturas de controlo tratadas apenas com o solvente
utilizado para dissolver o produto quimico em estudo.

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

Amostra de controlo ndo-tratada: Cultura nio sujeita a qualquer tratamento (com um produto quimico em
estudo ou solvente), mas processada simultaneamente e do mesmo modo que as culturas tratadas com o produto
quimico em estudo.
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Apéndice 2
FORMULAS DE QUANTIFICA(;;\O DA CITOTOXICIDADE

Caso_se utilize citocalasina B, a citotoxicidade é avaliada com base no indice de proliferagio com citocinese
bloqueada (CBPI) ou no indice de replicacdo (IR) (17) (69). O primeiro indica o ntimero médio de niicleos por
célula, podendo ser utilizado para calcular a proliferacio celular. O indice de replicagdo indica a relagdo entre
o ntmero de ciclos celulares por célula durante o periodo de exposi¢do a citocalasina B nas culturas tratadas e nas
culturas de controlo, podendo ser utilizado para calcular a percentagem de citdstase:

Percentagem de citdstase = 100 — 100{(CBPL; — 1) + (CBPI. - 1)}

em que:

T = se refere a cultura tratada com o produto quimico em estudo,
C = se refere as culturas de controlo

e

((n.c de células mononucleadas) 4 (2 x n.° de células binucleadas) + (3 x n.c de células plurinucleadas))

CBPI =
(ntmero total de células)

Por conseguinte, se o CBPI for igual a 1 (todas as células mononucleadas), a citdstase é de 100 %.

Citéstase = 100-IR

((n.c de células binucleadas) + (2 x n.c de células plurinucleadas))/(n.c total de células)

IR = 100
((n.° de células binucleadas) + (2 x n.° de células plurinucleadas))/(n.° total de células),. %
T = culturas tratadas,
C = culturas de controlo.

Por conseguinte, se o IR for de 53 %, em termos numéricos apenas 53 % das células que se dividiram para formar
células binucleadas e plurinucleadas na cultura de controlo se dividiram na cultura tratada — o que corresponde
a 47 % de citostase.

Caso ndo se utilize citocalasina B, recomenda-se a avaliacdo da citotoxicidade com base no aumento relativo da
contagem celular (RICC) ou na duplicacio da populagio em termos relativos (RPD) (69), pois ambos os
pardmetros tém em conta a propor¢io das células que sofreram divisio na populagdo celular.

(Aumento do nimero de células nas culturas tratadas(final-inicial))

RICC(%) = x 100

(Aumento do niimero de células nas culturas de controlo(final-inicial))

(Ntamero de duplicacdes de populagdo nas culturas tratadas)

RPD (%) = % 100

(Namero de duplicagdes de populagdo nas culturas de controlo)

em que:
Duplicagio da populagio = [log (n.c de células apds tratamento + n.° inicial de células)] + log 2
A um RICC ou RPD de 53 % corresponde, pois, uma citotoxicidade/citostase de 47 %.

Mediante o indice de proliferacio (IP), pode quantificar-se a citotoxicidade por contagem do niimero de clones
constituidos por 1 célula (cl1), 2 células (c12), 3 a 4 células (cl4) e 5 a 8 células (cI8):

((1 xcll) + (2 x cl2) + (3 x cl4) + (4 x cI))

IP= (cI1 + cl2 + cl4 + cl8)
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O indice de proliferagio tem sido utilizado como pardmetro fidvel e efetivo de citotoxicidade também para
linhagens celulares cultivadas in vitro sem citocalasina B (35) (36) (37) (38), podendo ser encarado como pardmetro
adicional 1til.

Em qualquer caso, o niimero de células antes do tratamento deve ser igual nas culturas tratadas e nas culturas de
controlo negativo.

Embora o RCC (isto é, ndmero de células nas culturas tratadas/niimero de células nas culturas de controlo) tenha
sido utilizado como pardmetro de citotoxicidade, deixou de ser recomendado, uma vez que pode subestimar a citoto-
xicidade.

Quando se utilizam sistemas de contagem automaticos (por exemplo citometria de fluxo, citometria de varrimento
por laser ou andlise de imagem), pode substituir-se na férmula o niimero de células pelo niimero de niicleos.

Nas culturas de controlo negativo, a duplicagdo da populagdo e o indice de replicagio devem ser compativeis com
a exigéncia de que a colheita de células apds o tratamento ocorra no termo de um periodo equivalente a cerca de
1,5 a 2,0 vezes a duracdo normal do ciclo celular.»

15

—~

Na parte B, sdo aditados os seguintes capitulos:

«B.59 Sensibilizacio cutinea in chemico: ensaio de reatividade direta de péptidos (DPRA)

INTRODUCAO

O presente método de ensaio ¢ equivalente ao Test Guideline 442C (2015) da OCDE. Sensibilizante cutidneo é uma
substincia que provoca reagdo alérgica por contacto com a pele, conforme a definicdo do Sistema Mundial
Harmonizado de Classificagdo e Rotulagem de Produtos Quimicos da ONU (GHS) (1) e pelo Regulamento (CE)
n.° 1272/2008, relativo a classificagdo, rotulagem e embalagem de substincias e misturas (') (CRE). O presente
método de ensaio descreve um procedimento in chemico (ensaio de reatividade direta de péptidos — DPRA, do
inglés Direct Peptide Reactivity Assay) a utilizar para a distingdo entre sensibilizantes e ndo-sensibilizantes cutineos,
em conformidade com o GHS da ONU e com o CRE.

Hé consenso sobre os principais eventos bioldgicos subjacentes a sensibilizagdo cutinea. Os conhecimentos atuais
sobre os mecanismos quimicos e bioldgicos associados a sensibilizagdo cutinea foram sintetizados na forma de uma
via determinante dos efeitos adversos (AOP — Adverse Outcome Pathway) (2), desde o evento molecular iniciador,
passando pelos eventos intermédios, até ao efeito adverso, designadamente o surgimento de dermatites alérgicas de
contacto em seres humanos ou hipersensibilidade de contacto em roedores. Na AOP de sensibilizagdo cutinea,
o evento molecular iniciador ¢ constituido pela ligagdo covalente das substancias eletrofilas aos centros nucledfilos
das proteinas da pele.

A determinacdo da sensibiliza¢do cutinea tem normalmente utilizado animais de laboratdrio. Os métodos cldssicos
que utilizam porquinhos-da-india — ensaio de maximizacdo de Magnusson Kligman com porquinhos-da-india
(GMPT) e ensaio de Buehler (TM B.6 (3)) — estudam as fases de indu¢io e de desencadeamento da sensibilizacio
cutdnea. Ganharam também aceitagdo um ensaio de ginglios linfaticos locais com murideos (LLNA, TM B. 42 (4)) e
duas alteragdes deste sem recurso a isétopos radioativos — LLNA: DA (TM B.50 (5)) e LLNA: BrdU-ELISA (TM B.51
(6)) —, que determinam exclusivamente a resposta indutiva, uma vez que apresentam vantagem em relacio aos
ensaios com porquinhos-da-india no tocante ao bem-estar animal e proporcionam uma medigdo objetiva da fase de
inducdo da sensibilizacdo cutinea.

Em tempos mais recentes, foram considerados cientificamente vélidos para a avaliacdo do risco de sensibilizacdo
cutdnea dos produtos quimicos métodos de ensaio in chemico e in vitro de abordagem determinista. Todavia, serdo
necessdrias combinacdes de métodos de ensaio que ndo envolvam animais (in silico, in chemico, in vitro), no ambito
de abordagens integradas de ensaio e avaliagio (IATA — Integrated Approaches to Testing and Assessment), para
substituir na integra os ensaios com animais utilizados atualmente, devido a abrangéncia determinista limitada da
AOP, no que respeita aos métodos de ensaio atualmente disponiveis sem recurso a animais (2) (7).

(") Regulamento (CE) n.° 1272/2008 do Parlamento Europeu e do Conselho, de 16 de dezembro de 2008, relativo a classificacdo, rotulagem
e embalagem de substincias e misturas, que altera e revoga as Diretivas 67/548/CEE e 1999/45/CE, e altera o Regulamento (CE)
1.21907/2006 (JOL 353 de 31.12.2008, p. 1).
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Propde-se 0 método DPRA para estudar o evento molecular iniciador da sensibilizagdo cutdnea, designadamente
a reatividade das proteinas, quantificando a reatividade dos produtos quimicos em estudo em funcido de péptidos-
-modelo sintéticos que contém lisina ou cisteina (8). Utilizam-se os valores percentuais de consumo da cisteina e da
lisina dos péptidos para classificar a substincia em uma de quatro categorias de reatividade, de forma a distinguir os
sensibilizantes e os ndo-sensibilizantes cutaneos (9).

O método DPRA foi avaliado num estudo de validagio liderado pelo laboratério de referéncia da Unido Europeia
para as alternativas a experimentagdo em animais (EURL ECVAM) e posteriormente objeto de uma andlise
independente interpares pelo Comité Cientifico Consultivo do ECVAM (ESAC), sendo considerado cientificamente
vélido (10) para utilizacdo como IATA para a distingdo entre sensibilizantes e ndo-sensibilizantes cutineos, com
vista a classificagdo e a rotulagem em matéria de perigos. As referéncias (11) (12) (13) e (14) apresentam exemplos

da utilizagdo de dados DPRA, juntamente com outras informagdes.

O apéndice I contém defini¢des.

CONSIDERACOES INICIAIS, APLICABILIDADE E LIMITACOES

A correlagdo entre a reatividade das proteinas e o potencial de sensibiliza¢io cutinea estd bem estabelecida — (15)
(16) e (17). No entanto, uma vez que a ligagdo as proteinas representa apenas um evento importante (embora seja
o evento molecular iniciador da AOP de sensibiliza¢io cutanea), a informac¢do sobre a reatividade das proteinas
decorrente dos ensaios e da aplicagdo de métodos sem ensaios pode ndo bastar, por si s6, para concluir da auséncia
de potencial de sensibilizacdo cutinea das substincias quimicas. Por conseguinte, os dados obtidos com este método
de ensaio devem ser ponderados no contexto de abordagens integradas, como a IATA, e combinados com outras
informagdes complementares, decorrentes, por exemplo, de ensaios in vitro respeitantes a outros eventos
importantes da AOP de sensibiliza¢do cutinea, bem como métodos sem ensaios que incluem a interpolagio com
base em dados relativos a produtos quimicos andlogos.

Este método de ensaio, juntamente com outros dados complementares, pode ser utilizado para distingdo entre os
sensibilizantes cutineos (categoria 1 do sistema GHS/CRE) e os ndo-sensibilizantes, no contexto da IATA. Nido pode
ser utilizado isoladamente, nem para classificar os sensibilizantes cutineos nas subcategorias 1A e 1B do GHS, nem
para estabelecer o potencial de sensibilizagdo no contexto de avaliagdes de seguranga. Todavia, consoante o quadro
regulamentar, um resultado positivo com o DPRA pode ser utilizado, por si s6, para classificar uma substancia na
categoria 1 do sistema GHS|/CRE.

Demonstrou-se que o método de ensaio DPRA é aplicdvel em laboratérios com experiéncia em cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC). O nivel de reprodutibilidade das previsdes expectdveis para o método de ensaio é
da ordem de 85 % a nivel intralaboratorial e 80 % a nivel interlaboratorial (10). Os resultados obtidos no estudo de
validagdo (18) e os estudos publicados (19) indicam, de forma geral, que a precisdo do método para distinguir os
sensibilizantes (categoria 1 do GHS/CRE) dos ndo-sensibilizantes é de 80 % (N=157), sendo a sensibilidade de
80 (88/109) e a especificidade de 77 % (37/48), relativamente aos resultados obtidos com o LLNA. O DPRA ¢ mais
suscetivel de subprever produtos quimicos com potencial baixo a moderado de sensibilizagdo cutdnea (subcategoria
1B do GHS/CRE) do que produtos quimicos com potencial elevado (subcategoria 1A do GHS/CRE) — (18) e (19).
Contudo, os valores de precisdo apresentados para o DPRA utilizado de forma independente sdo meramente
indicativos, dado que o método de ensaio deve ser tido em conta em combinagio com outras fontes de informacio
no contexto de uma IATA, em conformidade com o disposto no ponto 9. Além disso, na avaliacio de métodos de
ensaio de sensibiliza¢do cutidnea que ndo utilizem animais, deve ter-se em mente que o método LLNA e outros
ensaios com animais podem nio refletir de forma adequada a reagio da espécie-alvo (a saber, a espécie humana).
Com base nos dados globais disponiveis, considera-se o DPRA aplicdvel a produtos quimicos em estudo que
abrangem uma grande variedade de grupos funcionais orginicos, mecanismos de reagdo, potenciais de sensibilizagio
cutinea (determinados em estudos in vivo) e propriedades fisico-quimicas (8) (9) (10) e (19). No seu conjunto, estas
informagdes indicam a utilidade do DPRA para a identificacdo de riscos de sensibilizagdo cutanea.
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O termo «produto quimico em estudo» utilizado neste método de ensaio, refere-se ao produto que é objeto do
ensaio e ndo a aplicabilidade do DPRA ao ensaio de substancias e/ou misturas. O presente método nio ¢ aplicivel a
andlise de compostos metdlicos, visto saber-se que estes reagem com proteinas por mecanismos que nio implicam
ligacdes covalentes. O produto quimico em estudo é dissolvido num solvente adequado, de forma a obter-se uma
concentragio final de 100 mM (ver ponto 18). No entanto, os produtos quimicos em estudo que ndo forem
soliiveis a esta concentragdo podem ser ensaiados a concentra¢des soliveis mais baixas. Nesse caso, um resultado
positivo pode, mesmo assim, ser utilizado para apoiar a identificacio do produto quimico em estudo como sensibi-
lizante cutdneo, mas um resultado negativo ndo permite chegar a nenhuma conclusdo definitiva quanto a auséncia
de reatividade. Atualmente, dispde-se de poucas informagdes sobre a aplicabilidade do método DPRA a misturas de
composicdo conhecida — (18) e (19). O método considera-se, porém, tecnicamente aplicivel ao ensaio de
substincias multicomponentes e misturas de composi¢io conhecida (ver ponto 18). Antes da aplicacdo do método
a uma mistura para obter dados com fins regulamentares, importa ponderar se (e, em caso afirmativo, por que
motivo) o método pode proporcionar resultados adequados para o efeito. Tais consideragdes ndo sdo necessdrias se
houver um requisito regulamentar para o ensaio da mistura. O atual modelo de previsio ndo pode ser utilizado
para misturas complexas de composicio desconhecida nem para substincias de composi¢do desconhecida ou
varidvel, produtos de reacdo complexos ou materiais bioldgicos (ou seja, substincias UVCB), devido a razdo molar
definida entre o produto quimico em estudo e o péptido. Para o efeito, terd de ser desenvolvido um novo modelo
de previsio baseado num método gravimétrico. Se houver provas de que ndo ¢ aplicivel a outras categorias
especificas de produtos quimicos, o0 método de ensaio ndo deve ser utilizado para essas categorias.

O presente método de ensaio in chemico ndo inclui nenhum sistema metabdlico. Os produtos quimicos que exigem
bioativagdo enzimdtica para exercerem o seu potencial de sensibilizacdo cutdnea (pro-haptenos) ndo sdo detetdveis
por este método. Em alguns casos documentados, os produtos quimicos que se tornam sensibilizantes apds
transformacdo abidtica (pré-haptenos) podem ser corretamente detetados pelo método de ensaio (18). Atendendo ao
que precede, os resultados negativos obtidos com o método de ensaio devem ser interpretados no contexto das
referidas limitacdes e & luz de outras fontes de informagdo no ambito de uma IATA. Os produtos quimicos em
estudo que ndo se liguem ao péptido por ligacdes covalentes mas promovam a sua oxidacdo (ou seja, a dimerizacio
da cisteina) podem conduzir a uma eventual sobrestimativa do consumo do péptido, resultando em possiveis
resultados positivos falsos e/ou na atribui¢do de uma classe de reatividade superior (ver pontos 29 e 30).

Como ja referido, o método DPRA contribui para distinguir os sensibilizantes dos nio-sensibilizantes cutineos.
Pode, todavia, contribuir também para a avaliacio do potencial sensibilizante (11), quando utilizado em abordagens
integradas, como a IATA. S3o necessdrios estudos complementares, de preferéncia com base em dados humanos,
para determinar de que modo os resultados do método DPRA podem ajudar a avaliar o potencial de sensibilizagdo.

PRINCIPIO DO ENSAIO

O DPRA é um método in chemico que quantifica a concentragdo remanescente de péptido de cisteina ou lisina apds
24 horas de incubagdo com o produto quimico em estudo, a 25 = 2,5 °C. Os péptidos sintéticos contém
fenilalanina (auxiliar da detecdo). A concentragdo relativa dos péptidos é determinada por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC) com gradiente de elui¢do e detecdo UV a 220 nm. As percentagens de consumo de péptido de
cisteina e lisina sdo calculadas e utilizadas num modelo de previsdo (ver ponto 29) que permite atribuir ao produto
quimico em estudo uma das quatro classes de reatividade utilizadas para distinguir os sensibilizantes dos ndo-
-sensibilizantes cutineos.

Antes de passarem a utilizar, por rotina, o método descrito, os laboratérios terdo de demonstrar a sua competéncia
técnica, utilizando para o efeito as dez substincias de referéncia indicadas no apéndice 2.
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PROCEDIMENTO DE ENSAIO

Este método de ensaio baseia-se no protocolo n.> 154 DB-ALM DPRA (20), utilizado no estudo de validacdo
coordenado pelo EURL-ECVAM. Recomenda-se que seja utilizado para aplicagdo laboratorial. Apresenta-se a seguir
uma descri¢do dos principais componentes e procedimentos do método DPRA. Se se utilizar um sistema diferente
de HPLC, € necessdrio demonstrar a sua equivaléncia com o sistema validado descrito no protocolo DB-ALM (p. ex.,
através de ensaios com as substancias de referéncia constantes do apéndice 2).

Preparacio dos péptidos de cisteina ou lisina

Imediatamente antes de incubagdo com o produto quimico em estudo, preparam-se solu¢des-mae de cisteina (Ac-
-RFAACAA-COOH) e lisina (Ac-RFAAKAA-COOH) que contenham péptidos sintéticos de pureza superior a 85 % e,
de preferéncia, na gama 90-95 %. A concentracdo final de péptido com cisteina deve ser de 0,667 mM, em tampdo
de fosfatos a pH 7,5, e a concentragdo final de péptido de lisina deve ser de 0,667 mM, em tampio de acetato de
amoénio a pH 10,2. Deve estabelecer-se a sequéncia das andlises por HPLC de modo a que o tempo de andlise seja
inferior a 30 horas. No sistema de HPLC utilizado no estudo de valida¢do e descrito no presente método de ensaio,
podem realizar-se numa unica sequéncia até 26 amostras em andlise (produto quimico em estudo, amostra de
controlo positivo e um niimero adequado de controlos com solvente, em fungdo do niimero de solventes utilizados
no ensaio, cada um em triplicado). Os replicados analisados na mesma série devem todos utilizar as mesmas
solugdes-mde de péptidos de cisteina e lisina. Recomenda-se verificar a solubilidade de cada lote de péptidos antes
da sua utilizagio.

Preparacio do produto quimico em estudo

Antes do ensaio, deve determinar-se a solubilidade da substancia em estudo num solvente adequado, por recurso ao
procedimento descrito no protocolo DPRA DB-ALM (20). Um solvente adequado é aquele que dissolve comple-
tamente o produto quimico em estudo. Uma vez que, no método DPRA, o produto quimico em estudo é incubado
em grande excesso com os péptidos de cisteina ou lisina, a verificacdo visual da formagio de uma solucio limpida é
considerada suficiente para determinar que se dissolveram quer o produto quimico em causa quer todos os seus
componentes (no caso do ensaio de uma substincia ou mistura multicomponentes). Os solventes adequados sdo
o acetonitrilo, a égua, uma mistura égua-acetonitrilo (1:1), o isopropanol, a acetona ou uma mistura acetona-
-acetonitrilo (1:1). Podem utilizar-se outros solventes, desde que ndo tenham impacto na estabilidade do péptido,
determinada com controlos de referéncia C (ou seja, amostras constituidas simplesmente pelo péptido dissolvido no
solvente adequado; ver o anexo 3). Como dltima opcdo, se o produto quimico em estudo ndo for solivel em
nenhum destes solventes, deve tentar-se solubilizé-lo em 300 pl de DMSO e diluir a solugdo resultante com
2 700 pl de acetonitrilo; se o produto nido for soldvel nesta mistura, deve tentar-se solubilizar idéntica quantidade
do mesmo em 1 500 pl de DMSO e diluir a solugdo resultante com 1 500 pl de acetonitrilo. O produto quimico
em estudo deve ser previamente tarado num frasco de vidro e, imediatamente antes do ensaio, dissolvido num
solvente adequado para preparar uma solugio 100 mM. No caso das misturas e das substincias multicomponentes
de composicdo conhecida, deve estabelecer-se um tnico grau de pureza através do somatério da propor¢do dos
seus componentes (excluindo a dgua), determinando-se uma tnica massa molecular aparente tendo em conta as
massas moleculares de cada componente na mistura (excluindo a dgua) e as suas respetivas propor¢des. A pureza e
a massa molecular aparente assim obtidas devem ser utilizadas para calcular a massa de produto quimico necesséria
para preparar uma solu¢do 100 mM. No caso dos polimeros, cuja massa molecular predominante nio pode ser
determinada, pode ser tida em conta, para preparar uma solu¢do 100 mM, a massa molecular do monémero (ou
a massa molecular aparente dos vdrios mondmeros constituintes do polimero). Contudo, ao ensaiar misturas,
substancias multicomponentes ou polimeros de composi¢do conhecida, deve ponderar-se igualmente o ensaio do
produto quimico puro. No caso dos liquidos, o produto quimico deve ser ensaiado sem qualquer dilui¢io prévia,
por incubagdo com os péptidos de cisteina e lisina a uma razdo molar de 1:10 e 1:50, respetivamente. No caso dos
sélidos, o produto quimico em estudo deve ser dissolvido até & méxima concentragdo soltivel no mesmo solvente
utilizado para preparar a solu¢do de concentragdo aparente 100 mM. Deve entdo ensaiar-se sem qualquer outra
diluigdo, por incubagio com os péptidos de cisteina e lisina a uma razdo molar de 1:10 e 1:50, respetivamente.
A obtenc¢do de resultados concordantes (reatividade ou nio) entre a solugdo de concentragdo aparente 100 mM e
o produto quimico puro deve permitir chegar a uma conclusdo definitiva quanto ao resultado.
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Preparacio das amostras de controlo positivo, referéncia e coeluicio

Como controlo positivo, deve utilizar-se aldeido cindmico (n.> CAS 104-55-2; grau de pureza > 95 %, de qualidade
alimentar) com uma concentragdio de 100 mM em acetonitrilo. Podem utilizar-se outros controlos positivos
adequados, de preferéncia com valores de consumo numa gama média, se houver dados histéricos que permitam
definir critérios de aceitagdo compardveis. Devem ainda incluir-se na sequéncia de andlise por HPLC controlos de
referéncia (ou seja, amostras que contenham apenas o péptido dissolvido num solvente adequado), utilizadas para
verificar a adequagdo do sistema de HPLC antes da andlise (controlos de referéncia A) e a estabilidade do controlo
de referéncia ao longo do tempo (controlos de referéncia B), bem como se o solvente utilizado para dissolver
o produto quimico em estudo ndo contribui para o consumo de péptidos (controlos de referéncia C) (ver apéndice
3). O controlo de referéncia adequado para cada produto quimico serve para calcular a percentagem de consumo de
péptidos no respeitante a esse produto (ver ponto 26). Deve também incluir-se na sequéncia um controlo de
coeluigdo, constituido apenas pelo produto quimico em estudo, para cada um destes produtos analisados, com vista
a detetar a possivel coelui¢do do produto quimico com o péptido de lisina ou de cisteina.

Incubacio do produto quimico em estudo com as solucdes de péptidos de cisteina e lisina

As solugdes de péptidos de cisteina e lisina devem ser incubadas com o produto quimico em frascos de autoamos-
tragem de vidro, nas proporg¢des de 1:10 e 1:50, respetivamente. Se se observar um precipitado imediatamente apds
a adigdo da solucdo do produto quimico em estudo a soluc¢do de péptidos, devido a uma baixa solubilidade do
produto em dgua, ndo ¢ possivel conhecer com exatiddo a quantidade do produto quimico em estudo remanescente
na solucdo para reagir com o péptido. Nesse caso, os resultados positivos podem ser aproveitados, mas os
resultados negativos sdo equivocos e devem interpretar-se com os devidos cuidados (ver também o disposto no
ponto 11 para o ensaio de produtos quimicos insoltveis até uma concentra¢do de 100 mM). A solugdo de reacdo
deve ser deixada ao abrigo da luz, a 25 + 2,5 °C durante 24 £ 2 h, antes de realizar a andlise por HPLC. Cada
produto quimico em estudo deve ser analisado em triplicado, para a determinacdo de ambos os péptidos. As
amostras tém de ser inspecionadas visualmente antes da andlise por HPLC. Caso se observe a formagio de um
precipitado ou uma separagdo de fases, as amostras podem ser centrifugadas a baixa velocidade (100-400 g), para
depositar o precipitado no fundo do frasco, a titulo de precau¢do, uma vez que grandes quantidades de precipitado
podem danificar os tubos ou as colunas do sistema de HPLC. Se se observar uma precipitagdo ou uma separacio de
fases ap6s o periodo de incubagdo, o consumo de péptidos pode ser subestimado, ndo sendo possivel concluir, com
certeza suficiente, a auséncia de reacdo, em caso de resultado negativo.

Preparacio da curva de calibragio para HPLC

Deve obter-se uma curva de calibra¢do para os péptidos de cisteina e de lisina. As solu¢des-padrio de péptidos sdo
preparadas numa solugdo a 20 % ou 25 % de acetonitrilo e tampdo de fosfatos (pH 7,5), no caso do péptido de
cisteina, e de tampdo de acetato de aménio (pH 10,2), no caso do péptido de lisina. Utilizando dilui¢cdes-padrio em
série da soluc¢do-mie de péptidos (0,667 mM), preparam-se seis solugdes de calibragio que cubram a gama de
0,534 a 0,0167 mM. Deve também incluir-se na curva de calibracio uma amostra em branco do tampdo de
dilui¢do. As curvas de calibra¢do adequadas devem ter um pardmetro r? > 0,99.

Preparacio e andlise por HPLC

Importa verificar a adequagdo do sistema de HPLC antes de se efetuar a andlise. O consumo de péptidos é
monitorizado por HPLC associada a um detetor de UV (detetor de fotodiodos ou detetor de absorvincia com
220 nm de comprimento de onda fixo). E instalada no sistema de HPLC uma coluna adequada. O dispositivo de
HPLC descrito no protocolo validado utiliza uma coluna Zorbax SB-C-18 2,1 mm x 100 mm x 3,5 pm. Com esta
coluna de HPLC de fase reversa, o sistema, na sua totalidade, deve ser equilibrado, a 30 °C, com 50 % de fase A
(solugdo aquosa de 4cido trifluoroacético a 0,1 % (v/v)) e 50 % de fase B (solugdo de dcido trifluoroacético em
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acetonitrilo a 0,085 % (v[v)) durante, pelo menos, 2 horas antes da andlise. A anélise por HPLC deve utilizar um
caudal de 0,35 ml/min e um gradiente linear de 10 % a 25 % de acetonitrilo durante 10 minutos, seguida de um
rdpido aumento para 90 % de acetonitrilo, com vista a eliminar as outras matérias. Devem injetar-se volumes iguais
de cada padrdo, amostra e controlo. A coluna deve ser reequilibrada para as condi¢des iniciais a cada 7 minutos,
entre as injegdes. Caso se utilize uma coluna de HPLC de fase reversa, os pardmetros de ensaio atrds descritos
podem ter de ser ajustados para garantir elui¢gdo e integracdo adequadas dos péptidos de cisteina e lisina,
ajustamento esse que inclui o volume de injecdo, varidvel consoante o sistema utilizado (normalmente na gama 3-
-10 pl). Se se utilizar um sistema diferente de HPLC, é essencial demonstrar a sua equivaléncia com o sistema
validado atrds descrito (p. ex., testando as substdncias de referéncia constantes do apéndice 2). A absorvéancia ¢é
medida a 220 nm. Caso se utilize um detetor de fotodiodos, deve registar-se também a absorvincia a 258 nm.
Importa salientar que alguns lotes de acetonitrilo podem ter impacto negativo na estabilidade dos péptidos,
devendo, por isso, avaliar-se este pardmetro quando se utiliza um novo lote de acetonitrilo. A relagdo entre a drea
do pico a 220 nm e a drea do pico a 258 nm pode ser utilizada como indicador de coeluigio. Em cada amostra,
uma relagdo entre as dreas dos picos compreendida, em média ('), entre 90 % e 100 % (90 % < 100 %) constitui
um bom indicio de que ndo ocorreu coeluicdo.

Alguns produtos quimicos em estudo podem promover a oxidagdo do péptido de cisteina. O pico do péptido de
cisteina dimerizada pode ser monitorizado visualmente. Caso se afigure ter ocorrido dimerizagdo, esse facto deve
ser registado, pois a percentagem de consumo de péptido poderd estar sobrestimada, levando a falsas estimativas de
resultados positivos efou a atribuicdo de uma classe de reatividade mais elevada (ver pontos 29 e 30).

A andlise por HPLC dos péptidos de cisteina e lisina pode ser realizada simultaneamente (caso se disponha de dois
sistemas de HPLC) ou em dias diferentes. Se a andlise for realizada em dias diferentes, todas as solu¢des do produto
quimico em estudo devem ser preparadas diariamente, para ambos os ensaios. A andlise deve ser programada de
forma a garantir que a injecdo da primeira amostra ocorre 22 a 26 horas ap6s a mistura do produto quimico em
estudo com a solugdo de péptido. A sequéncia das andlises por HPLC deve ser estabelecida de modo a que o tempo
de andlise seja inferior a 30 horas. Com a configura¢do de HPLC utilizada no ensaio de validagdo e descrita no
presente método de ensaio, podem ser analisadas até 26 amostras num dnico ensaio de HPLC (ver igualmente
o ponto 17). O apéndice 3 apresenta um exemplo de sequéncia da andlise por HPLC.

DADOS E RELATORIO

Avaliagio dos dados

A concentragdo de péptido de cisteina ou lisina de cada amostra é determinada por fotometria a 220 nm, medindo
a area dos picos respetivos (drea delimitada pela curva) e calculando a concentragdo de péptido através da curva de
calibracdo linear derivada dos padrdes.

A percentagem de consumo dos péptidos em cada amostra é determinada medindo a drea dos picos e dividindo-a
pela drea média dos picos dos controlos de referéncia C pertinentes (ver apéndice 3), de acordo com a férmula que
se segue.

de consumo de péptido — {1 _ ( Area do pico do péptido na injecgdo do replicado )] 100

Meédia das dreas dos picos dos péptidos nos controlos de referéncia C

Critérios de aceitacio
Para que os resultados de um ensaio sejam considerados vélidos, devem ser satisfeitos os seguintes critérios:

a) A curva de calibragdo deve ter um pardmetro r? > 0,99.

(") No presente documento, o termo «média» designa a média aritmética.
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b) A percentagem média de consumo do péptido nos trés replicados, para o controlo positivo com aldeido
cindmico, deve situar-se entre 60,8 % e 100 %, no caso do péptido de cisteina, e entre 40,2 % e 69,0 %, no caso
do péptido de lisina; o desvio-padrio méximo para os replicados do controlo positivo deve ser < 14,9 %, no
caso da percentagem de consumo de cisteina, e < 11,6 %, no caso da percentagem de consumo de lisina, e

¢) A concentragio média de péptidos nos controlos de referéncia A deve ser de 0,50 £ 0,05 mM e o coeficiente de
variagio das dreas dos picos dos péptidos, para os nove controlos de referéncia B e C em acetonitrilo, deve ser <
15,0 %.

Se uma ou mais destas condi¢des ndo forem satisfeitas, o ensaio deve ser repetido.

Para que os resultados obtidos com um dado produto quimico sejam considerados vélidos, devem ser satisfeitos os
seguintes critérios:

a) Para os replicados do produto quimico em estudo, o desvio-padrdo médximo deve ser < 14,9 %, no respeitante a
percentagem de consumo de cisteina, e < 11,6 %, no respeitante a percentagem de consumo de lisina,

b) A concentragio média de péptidos na solugdo dos trés controlos de referéncia C no solvente adequado deve ser
de 0,50 + 0,05 mM. Se estes critérios ndo forem cumpridos, os dados devem ser rejeitados, repetindo-se
0 ensaio para esse produto quimico.

Modelo de previsio

Para cada produto quimico em estudo, calcula-se a percentagem média de consumo de cisteina e de lisina. No
célculo dessa média, um consumo negativo é considerado «0» Utilizando o modelo de previsdo cisteina 1:10/ lisina
1:50, que consta do quadro 1, utiliza-se o limiar de 6,38 % do consumo médio de péptidos para distinguir os
sensibilizadores dos ndo-sensibilizadores cutineos, no dmbito da IATA. A aplicacdo do modelo de previsio para
atribuir uma classe de reatividade (baixa, média ou elevada) a um produto quimico em estudo pode revelar-se dtil
na avaliacdo do potencial de sensibilizacio do mesmo no quadro da TATA.

Quadro 1

Modelo de previsio (') cisteina 1:10/ lisina 1:50

Percentagem média de consumo de cisteina e de lisina Classe de reatividade Previsio DPRA ()
0 % < % média de consumo < 6,38 % Pouca ou nenhuma reatividade | Negativa
6,38 % < % média de consumo < 22,62 % Reatividade baixa Positiva
22,62 % < % média de consumo < 42,47 % Reatividade moderada
42,47 % < % média de consumo < 100 % Reatividade elevada

(") Os nameros referem-se a valores-limiar gerados estatisticamente, e ndo a precisio da medicio.
() Deve ser ponderada uma previsio DPRA no 4mbito de uma abordagem IATA, em conformidade com os pontos 9 e 12.
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Em alguns casos, o produto quimico em estudo (substincia ou um ou vdrios componentes de uma substincia ou
mistura multicomponentes) apresenta uma absorvéncia significativa a 220 nm e tem o mesmo tempo de retencio
do péptido (coeluicio). O problema da coelui¢do pode ser resolvido mediante uma ligeira adaptagio do sistema de
HPLC, de modo a espagar os tempos de eluicdo do produto quimico em estudo e do péptido. Se se utilizar um
sistema diferente de HPLC para resolver o problema da coelui¢do, deve demonstrar-se a sua equivaléncia com
o sistema validado (p. ex. testando as substincias de referéncia constantes do apéndice 2). Quando ocorre
coeluigdo, o pico do péptido ndo pode ser integrado, o que torna impossivel calcular a percentagem de péptido
consumido. Caso se observe coelui¢do nos ensaios com os péptidos de cisteina e de lisina, as respetivas andlises
devem ser classificadas como «nconclusivas» Se ocorrer coelui¢do apenas com o péptido de lisina, pode utilizar-se
o modelo de previsdo cisteina 1:10 que consta do quadro 2.

Quadro 2

Modelo de previsio (!) cisteina 1:10

% de cisteina (cys) consumida Classe de reatividade Previsio DPRA (?)
0 % < % de consumo de Cys < 13,89 % Pouca ou nenhuma reatividade | Negativa
13,89 % < % de consumo de Cys < 23,09 % Reatividade baixa Positiva
23,09 % < % de consumo de Cys < 98,24 % Reatividade moderada
98,24 % < % de consumo de Cys < 100 % Reatividade elevada

(') Os ntmeros referem-se a valores-limiar gerados estatisticamente, e ndo a precisio da medicdo.
() Deve ser ponderada uma previsio DPRA no 4mbito de uma abordagem IATA, em conformidade com os pontos 9 e 12.

Podera haver casos em que a sobreposi¢do dos tempos de retencdo do produto quimico em estudo e de péptidos
seja incompleta. Nesses casos, as percentagens de consumo de péptido podem ser estimadas e utilizadas no modelo
de previsdo cisteina 1:10/ lisina 1:50, embora ndo seja possivel atribuir, com precisdo, uma classe de reatividade ao
produto quimico em estudo.

Se o resultado for inequivoco, bastard uma tnica andlise por HPLC do péptido de cisteina e de lisina para um dado
produto quimico em estudo. Contudo, se os resultados forem préximos do limiar utilizado para distinguir os
resultados positivos dos negativos (ou seja, se forem pouco conclusivos), pode ser necessdrio realizar ensaios
adicionais. Se a percentagem média de consumo se situar na gama de 3 % a 10 % no caso do modelo de previsdo
cisteina 1:10/ lisina 1:50, ou na gama de 9 % a 17 % no caso do modelo de previsdo cisteina 1:10, deve ponderar-
-se a realizacio de uma segunda série de ensaios, bem como de uma terceira, caso se obtenham resultados
discordantes nas duas primeiras.

Relatério de ensaio

O relatério do ensaio deve incluir as seguintes informagdes
Produto quimico em estudo

— Substancia monocomponente

— Dados de identificagdo quimica, como as denominac¢des IUPAC ou CAS, o(s) nimero(s) CAS, o cddigo
SMILES ou InChl, a férmula estrutural e/ou outros elementos;
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— Aspeto fisico, solubilidade em dgua, solubilidade em dgua, massa molecular e outras propriedades fisico-
-quimicas relevantes, se conhecidas;

— Grau de pureza, identidade quimica das impurezas, conforme adequado e exequivel, etc.;
— Pré-tratamento, se for o caso (aquecimento ou moagem, por exemplo);
— Concentragdes ensaiadas;

— Condi¢Bes de armazenagem e de estabilidade, se conhecidas.

— Substancia multicomponentes, UVCB e mistura:

— Caracterizagdo, tanto quanto possivel — por exemplo, por identidade quimica (ver supra), pureza, ocorréncia
quantitativa e propriedades fisico-quimicas relevantes (ver supra) dos componentes, na medida em que
estejam disponiveis;

— Aspeto fisico, solubilidade em dgua, solubilidade em dgua e outras propriedades fisico-quimicas relevantes,
se disponiveis;

— Massa molecular, ou massa molecular aparente no caso de misturas/polimeros de composi¢des conhecidas,
ou outras informagdes relevantes para a realiza¢do do estudo;

— Pré-tratamento, se for o caso (aquecimento ou moagem, por exemplo);
— Concentrag¢des ensaiadas;
— Condi¢des de armazenagem e de estabilidade, se conhecidas.

Grupos de controlo

— Controlo positivo

— Dados de identificagdo quimica, como as denominagdes IUPAC ou CAS, o(s) nimero(s) CAS, o cddigo
SMILES ou InChl, a férmula estrutural efou outros elementos;

— Aspeto fisico, solubilidade em dgua, massa molecular e outras propriedades fisico-quimicas relevantes, se
conhecidas;

— Grau de pureza, identidade quimica das impurezas, conforme adequado e exequivel, etc.;
— Pré-tratamento, se for o caso (aquecimento ou moagem, por exemplo);

— Concentragdes ensaiadas;

— Condi¢des de armazenagem e de estabilidade, se conhecidas;

— Referéncia ao historial dos resultados dos controlos positivos que demonstrem o cumprimento dos critérios
de aceitagdo, se aplicavel.

— Solvente/veiculo
— Solvente/veiculo utilizado e propor¢do dos seus componentes, se aplicdvel;

— Dados de identificagio quimica, como as denominacdes IUPAC ou CAS, o(s) nimero(s) CAS efou outros
elementos;

— Grau de pureza, identidade quimica das impurezas, conforme adequado e exequivel, etc.;

— Aspeto fisico, massa molecular e outras propriedades fisico-quimicas relevantes, caso sejam utilizados
solventes/veiculos diversos dos referidos no método de ensaio, na medida em que essas informagdes sejam
conhecidas;

— Condi¢des de armazenagem e de estabilidade, se conhecidas;
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— Justificagdo da escolha do solvente, para cada produto quimico em estudo;
— No respeitante ao acetonitrilo, resultados do ensaio de impacto na estabilidade dos péptidos.
Preparagio dos péptidos, do controlo positivo e do produto quimico em estudo

— Caracterizagdo das solucdes de péptidos (fornecedor, lote, massa exata de péptido, volume adicionado para
preparar a solucdo-mde);

— Caracterizagdo da solugdo de controlo positivo (massa exata da substancia de controlo positivo, volume
adicionado para preparar a solugdo de ensaio);

— Caracterizagdo das solugdes do produto quimico em estudo (massa exata do produto, volume adicionado para
preparar a solugdo de ensaio).

Regulagio do aparelho e andlise por HPLC
— Tipo de aparelho de HPLC, de colunas e pré-colunas, de detetor e de sistema de amostragem automatica;

— Pardmetros relevantes para a andlise por HPLC, como a temperatura da coluna, os volumes injetados, o caudal e
o gradiente.

Adequagdo do sistema

— Area do pico correspondente aos péptidos, a 220 nm, para cada padrio e controlo de referéncia A;
— Representagdo gréfica da curva de calibragio linear e indicacdo do pardmetro r2

— Concentragdo de péptido em cada replicado do controlo de referéncia A;

— Concentragdo média de péptidos (mM) nos trés controlos de referéncia A, com os respetivos desvio-padrio e
coeficiente de variagio;

— Concentragdo de péptidos nos controlos de referéncia A e C.
Sequéncia de andlise
— No respeitante aos controlos de referéncia:
— Area do pico correspondente aos péptidos, a 220 nm, para cada replicado B e C;
— Area média do pico correspondente aos péptidos, a 220 nm, para os nove controlos de referéncia B e C em
acetonitrilo, com os respetivos desvio-padrdo e coeficiente de variagdo (indicagio da estabilidade dos

controlos de referéncia ao longo do tempo de andlise);

— Para cada solvente utilizado, a drea média dos picos correspondentes aos péptidos, a 220 nm, para os trés
controlos de referéncia C adequados (para o célculo da percentagem de consumo de péptidos);

— Para cada solvente utilizado, a concentra¢do de péptidos (mM) dos trés controlos de referéncia C adequados;

— Para cada solvente utilizado, a concentracio média de péptidos (mM) dos trés controlos de referéncia C
adequados, com os respetivos desvio-padrio e coeficiente de variagio;

— No respeitante ao controlo positivo:
— Area do pico correspondente aos péptidos, a 220 nm, para cada replicado;
— Percentagem de consumo de péptido em cada replicado;

— Percentagem média de consumo de péptidos nos trés replicados, com os respetivos desvio-padrio e
coeficiente de variagio.

— No respeitante a cada produto quimico em estudo:

— Aparéncia do precipitado na mistura reacional no final do periodo de incubagdo, caso ocorra. Indicar se
o precipitado foi ressolubilizado ou centrifugado;
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— Ocorréncia de coeluicio;

— Descrigdo de quaisquer outras observagdes relevantes;

— Area do pico correspondente aos péptidos, a 220 nm, para cada replicado;
— Percentagem de consumo de péptido em cada replicado;

— Percentagem média de consumo de péptidos nos trés replicados, com os respetivos desvio-padrio e
coeficiente de variago;

— Percentagem média de consumo de cisteina e lisina;
— Modelo de previsdo utilizado e previsio DPRA.
Avaliagio da competéncia

— Se pertinente, procedimento utilizado a fim de demonstrar a competéncia do laboratério para a execu¢do do
método de ensaio (p. ex., ensaio de substancias de referéncia) ou a reprodutibilidade do desempenho do método
de ensaio ao longo do tempo.

Discussdo dos resultados
— Discussio dos resultados obtidos com o método de ensaio DPRA;
— Discussio dos resultados do método de ensaio no dmbito de IATA, caso existam outras informacdes relevantes.

Conclusoes
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Apéndice 1

DEFINICOES

Exatiddo: Grau de acordo entre os resultados do método de ensaio e os valores de referéncia aceites. Constitui uma
medida da eficiéncia do método e um dos aspetos da «adequagdo». Este termo e o termo «concordancia» sdo muitas
vezes utilizados indistintamente para indicar a proporcio de resultados corretos do método de ensaio (21).

DOP (via determinante dos efeitos adversos): Sequéncia de eventos na estrutura de um produto quimico em
estudo ou grupo de produtos quimicos afins, apds o evento molecular iniciador, cujo resultado tenha consequéncias
in vivo (2).

Curva de calibracdo: Relacdo entre a resposta experimental e a concentracdo analitica de uma determinada
substancia (também denominada curva-padrdo).

Produto quimico: Substancia ou mistura.

Coeficiente de variagdo: Medida da variabilidade calculada para um grupo de dados relativos a replicados, que se
obtém dividindo o desvio-padrdo pela média. Pode multiplicar-se por 100 para ser expresso em percentagem.

Perigo: Propriedade intrinseca de um agente ou de uma situagdo, suscetivel de causar efeitos adversos num
organismo, sistema ou (sub)populagdo que lhe seja exposto.

IATA (abordagem integrada de ensaio e avaliacdo): Abordagem estruturada para identificagdo (potencial) e
caracterizagdo (extensdo) do perigo efou para avaliagio da seguranga (potencial/extensio e exposicdo) de um
produto quimico ou grupo de produtos quimicos, que integra e pondera, de forma estratégica, todos os dados
pertinentes, com o objetivo de fundamentar uma decisdo regulamentar sobre o perigo efou risco potencial e/ou
a necessidade de realizar ensaios complementares.

Evento molecular iniciador: Perturbacdo de um sistema bioldgico, a nivel molecular, induzida por produtos
quimicos, identificada como o evento iniciador de uma via determinante dos efeitos adversos.

Mistura: Mistura ou solu¢do constituida por duas ou mais substancias que nela ndo reagem (1).

Substincia monocomponente: Substincia, definida pela sua composi¢do quantitativa, na qual um dos principais
componentes estd presente num teor de, pelo menos, 80 % (m/m).

Substincia multicomponentes: Substincia, definida pela sua composi¢do quantitativa, da qual mais de um dos
principais componentes estd presente numa concentragdo > 10 % (m/m) e < 80 % (m/m). As substincias multicom-
ponentes resultam de processos de fabrico. A diferenga entre uma mistura e uma substincia multicomponentes é
que a primeira se obtém misturando duas ou mais substancias, sem reacdo quimica. As substincias multicompo-
nentes resultam de reagdes quimicas.

Amostra de controlo positiva: Replicado que contém todos os componentes do sistema de ensaio e tratado com
uma substancia que comprovadamente induz reagdo positiva. Para que possa determinar-se a variabilidade da reagio
positiva a esta amostra de controlo ao longo do tempo, essa reagdo nio deve ser excessivamente positiva.

Controlo de referéncia: Amostra nio tratada que contém todos os componentes do sistema de ensaio, incluindo
o solvente ou veiculo, e é ensaiada, juntamente com as amostras tratadas com o produto quimico em estudo e as
outras amostras de controlo, para estabelecer a linha de base de reagdo para as amostras tratadas com o produto
quimico em estudo, dissolvido no mesmo solvente ou veiculo. Quando ensaiada com uma amostra de controlo
negativa correspondente, aquela amostra também permite determinar se o solvente ou veiculo interage com
o sistema de ensaio.

Adequacio: Relagio do ensaio com o efeito em causa; pertinéncia e utilidade do ensaio para o fim em vista.
Traduz a medida em que o ensaio mede ou prevé corretamente o efeito bioldgico em causa. A adequagio
compreende a exatiddo (concordancia) do método de ensaio (21).
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Fiabilidade: Medida em que, utilizando o mesmo protocolo, um método de ensaio pode ser continuadamente
reproduzido no mesmo laboratério e em laboratérios diferentes. A fiabilidade é avaliada com base nos valores
calculados das reprodutibilidades intralaboratorial e interlaboratorial, bem como da repetibilidade intralaboratorial
(21).

Reprodutibilidade: Acordo entre resultados obtidos em ensaios com o mesmo produto quimico, utilizando
o mesmo protocolo (ver «Fiabilidade») (21).

Sensibilidade: Propor¢io dos produtos quimicos positivos/ativos que sdo corretamente classificados pelo método
de ensaio. Constitui uma medida da exatidio de um método de ensaio cujos resultados sejam estabelecidos em
funcdo de categorias e é um aspeto importante a ter em conta na avaliagdo da adequacdo do método de ensaio (21).

Especificidade: Propor¢io dos produtos quimicos negativos/inativos que sdo corretamente classificados pelo
método de ensaio. Constitui uma medida da exatiddo de um método de ensaio cujos resultados sejam estabelecidos
em funcdo de categorias e é um aspeto importante a ter em conta na avaliagdo da adequagdo do método de ensaio
(21).

Substincia: Um elemento quimico e os seus compostos no estado natural ou obtidos por qualquer processo de
producdo, incluindo aditivos necessdrios para preservar a estabilidade do produto e impurezas derivadas do
processo utilizado, mas excluindo solventes que possam ser separados sem afetar a estabilidade da substincia nem
modificar a sua composigdo (1).

Adequagio do sistema: Determinacdo do desempenho (p. ex., sensibilidade) dos instrumentos por andlise com um
padrdo de referéncia, antes da realizacdo de um lote de andlises (22).

Produto quimico em estudo: Utiliza-se o termo «produto quimico em estudo» para designar o produto quimico
que ¢ objeto do ensaio.

Sistema Mundial Harmonizado de Classificacdo e Rotulagem de Produtos Quimicos das Nagdes Unidas (em
inglés: Globally Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals — UN GHS): Sistema que
propde a classificagdo dos produtos quimicos (substancias e misturas) em fungdo de tipos e niveis normalizados de
perigos fisicos, sanitdrios e ambientais e trata ainda dos elementos de comunicagio correspondentes, como
pictogramas, palavras-sinal, adverténcias de perigo, recomendagdes de prudéncia e fichas de dados de seguranga, de
modo a transmitir informagdes sobre os efeitos indesejaveis do produto em causa com vista a protecio das pessoas
(empregadores, trabalhadores, transportadores, consumidores, pessoal dos servicos de emergéncia, etc.) e do
ambiente (1).

UVCB: Substancias de composi¢do desconhecida ou varidvel, produtos de reacdo complexos ou materiais
bioldgicos.

Método de ensaio valido: Método de ensaio cuja importancia e fiabilidade sdo consideradas suficientes para um
objetivo especifico e que se baseia em principios cientificamente s6lidos. Um método de ensaio nunca € vélido em
sentido absoluto, mas apenas em relacdo a um determinado objetivo (21).
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Apéndice 2

SUBSTANCIAS PARA A DEMONSTRACAO DE COMPETENCIA

Sensibilizacio cutinea in chemico: Ensaio de reatividade direta de péptidos

Antes de utilizarem de forma rotineira o presente método de ensaio, os laboratérios devem demonstrar a sua
competéncia técnica mediante a obtencdo dos resultados DPRA previstos para as dez substincias recomendadas no
quadro 1, bem como valores de consumo de cisteina e lisina incluidos na respetiva gama de referéncia, no
respeitante a oito das dez substancias de referéncia, para cada péptido. Estas substancias foram selecionadas de
modo a representarem a gama de reagdes aos riscos de sensibilizagdo da pele. Entre os outros critérios de selegdo,
contam-se a disponibilidade comercial, a existéncia de dados de referéncia in vivo de elevada qualidade e de dados in
vitro obtidos pelo DPRA também de elevada qualidade, e ainda a utilizagdo das substancias no estudo de validagio
coordenado pelo EURL ECVAM para demonstrar o éxito da aplicagdo do método de ensaio nos laboratérios partici-

pantes no estudo.

Quadro 1

Substincias recomendadas para a demonstragio de competéncia técnica com o ensaio de reatividade direta

de péptidos
Substinci Gama (°) de Gama (?) de
ubstancias para Previsio i - percentagens de
~ . revisao in Previsao percentagens de
a demonstragdo de N.° CAS Estado fisico N consumo de
N vivo (1) DPRA () P consumo de
competéncia péptido de (o .
- péptido de lisina
cistefna
2,4-Dinitrocloro- 97-00-7 Solido | Sensibilizante Positiva 90-100 15-45
benzeno (extremo)
Oxazolona 15646-46-5 Sélido Sensibilizante Positiva 60-80 10-55
(extremo)
Formaldeido 50-00-0 Liquido | Sensibilizante Positiva 30-60 0-24
(forte)
Benzilidenoace- 122-57-6 Sélido Sensibilizante Positiva 80-100 0-7
tona (moderado)
Farnesal 19317-11-4 | Liquido | Sensibilizante Positiva 15-55 0-25
(fraco)
2,3-Butanodiona 431-03-8 Liquido | Sensibilizante Positiva 60-100 10-45
(fraco)
1-Butanol 71-36-3 Liquido | Nao sensibili- Negativa 0-7 0-5,5
zante
6-Metilcumarina 92-48-8 Solido Nio sensibili- Negativa 0-7 0-5,5

zante
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A Gama () de Gama (*) de
Substancias para Previsio i - percentagens de
iy , revisdo in Previsdo percentagens de
a demonstragio de N.o CAS Estado fisico N consumo de
N vivo (1) DPRA () P consumo de
competéncia péptido de (o .
= péptido de lisina
cisteina
Acido latico 50-21-5 Liquido | Nao sensibili- Negativa 0-7 0-5,5
zante
4-Metoxiacetofe- 100-06-1 Sélido Nio sensibili- Negativa 0-7 0-5,5

nona

zante

(") As previsdes de riscos e de potencial sensibilizante in vivo baseiam-se nos dados LLNA (19). O potencial sensibilizante in vivo é
obtido por aplica¢do dos critérios propostos pelo ECETOC (23).

() Deve ser ponderada uma previsio DPRA no ambito de uma abordagem IATA, em conformidade com os pontos 9 e 11.

(*) Gamas determinadas com base em, pelo menos, 10 valores de consumo produzidos por 6 laboratérios independentes.
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Apéndice 3

EXEMPLOS DE SEQUENCIAS DE ANALISE

Padrdes de calibragio e controlos de referéncia STD1

STD2

STD3

STD4

STD5

STD6

Tampdo de diluicdo

Controlo de referéncia A, rep 1
Controlo de referéncia A, rep 2
Controlo de referéncia A, rep 3

Controlos de coeluicio Controlo de coelui¢do 1 para produto quimico em es-
tudo 1
Controlo de coelui¢do 2 para produto quimico em es-
tudo 2

Controlos de referéncia Controlo de referéncia B, rep 1

Controlo de referéncia B, rep 2
Controlo de referéncia B, rep 3

Primeiro conjunto de replicados Controlo de referéncia C, rep 1
Aldeido cinamico, rep 1
Amostra 1, rep 1

Amostra 2, rep 1

Segundo conjunto de replicados Controlo de referéncia C, rep 2
Aldeido cindmico, rep 2
Amostra 1, rep 2

Amostra 2, rep 2

Terceiro conjunto de replicados Controlo de referéncia C, rep 3
Aldeido cinidmico, rep 3
Amostra 1, rep 3

Amostra 2, rep 3

Controlos de referéncia Controlo de referéncia B, rep 4
Controlo de referéncia B, rep 5
Controlo de referéncia B, rep 6

Devem incluir-se na sequéncia de andlise trés séries de controlos de referéncia (ou seja, amostras de controlo constituidas apenas
pelo péptido dissolvido num solvente adequado):

Controlo de referéncia A: utilizado para verificar a adequacdo do sistema de HPLC.

Controlo de referéncia B: incluido no inicio e no final da sequéncia de andlise, para verificar a estabilidade dos controlos de refe-
réncia ao longo da andlise.

Controlo de referéncia C: incluido na sequéncia de andlise para verificar que o solvente utilizado para dissolver o produto quimico
em estudo ndo influencia a percentagem de consumo de péptidos.
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B.60 Sensibilizag¢do cutinea in vitro: método de ensaio ARE-Nrf2 luciferase

INTRODUCAO

O presente método de ensaio é equivalente ao Test Guideline 442D (2015) da OCDE. Um sensibilizante cutineo é
uma substincia que provoca uma reagdo alérgica por contacto com a pele, conforme as defini¢des do Sistema
Mundial Harmonizado de Classificagio e Rotulagem de Produtos Quimicos da ONU (GHS) (1) e do Regulamento
(CE) n.o 12722008, relativo a classificagdo, rotulagem e embalagem de substincias e misturas (') (CRE). O presente
método de ensaio descreve um procedimento in vitro (ensaio ARE-Nrf2 luciferase) a utilizar para a distingdo entre os
sensibilizantes e os ndo-sensibilizantes cutdneos, em conformidade com o GHS da ONU (1) e o CRE.

Hé consenso sobre os principais eventos bioldgicos subjacentes a sensibiliza¢io cutinea. Os conhecimentos atuais
sobre os mecanismos quimicos e bioldgicos associados a sensibiliza¢do cutanea foram sintetizados sob a forma de
uma via determinante dos efeitos adversos (AOP — Adverse Outcome Pathway) (2), desde o evento molecular
iniciador, passando pelos eventos intermédios, até ao efeito adverso na sadde, designadamente o surgimento de
dermatites alérgicas de contacto nos seres humanos ou hipersensibilidade de contacto em roedores (2) (3). O evento
molecular iniciador é constituido pela ligagdo covalente das substdncias eletréfilas aos centros nucleéfilos das
proteinas da pele. O segundo evento essencial nesta AOP tem lugar nos queratindcitos e inclui respostas inflama-
torias, bem como a expressio de genes associados a vias de sinalizacio celular especificas, como as vias
dependentes do elemento de resposta antioxidante/eletrofilo (ARE — Antioxidant Response Element). O terceiro
evento essencial é a ativacdo das células dendriticas, normalmente avaliada com base na expressio de marcadores
especificos da superficie celular (quimoquinas e citocinas). O quarto evento essencial consiste na proliferacio de
células T, que ¢ avaliada indiretamente no ensaio de ganglios linfiticos locais com murideos (4).

A determinacio da sensibilizacio cutinea tem normalmente utilizado animais de laboratério. Os métodos cldssicos
que utilizam porquinhos-da-india — ensaio de maximizacio de Magnusson Kligman com porquinhos-da-india
(GMPT) e ensaio de Buehler (TM B.6 (5)) — estudam as fases de indu¢io e de desencadeamento da sensibilizacio
cutinea. Um ensaio de ganglios linfiticos locais com murideos (LLNA) (TM B. 42 (4)) e duas alteracdes deste sem
recurso a isétopos radioativos — LLNA: DA (TM B.50 (5)) e LLNA: BrdU-ELISA (TM B.51 (6)) —, que determinam
exclusivamente a resposta indutiva, ganharam também aceitagio, pois apresentam vantagens em relagio aos ensaios
com porquinhos-da-india, quer em termos de bem-estar animal quer por proporcionarem uma medigdo objetiva da
fase de indugdo da sensibilizacio cutanea.

Mais recentemente, para a avaliagdo do risco de sensibilizagdo cutdnea dos produtos quimicos, consideraram-se
cientificamente validos métodos de ensaio in chemico e in vitro de abordagem determinista. Todavia, serdo necessarias
combinagdes de métodos de ensaio que ndo envolvam animais (in silico, in chemico, in vitro), no ambito de
abordagens integradas de ensaio e avaliacio (IATA — Integrated Approaches to Testing and Assessment), para substituir
na integra os ensaios com animais utilizados atualmente, devido a abrangéncia determinista limitada da AOP, no
que respeita aos métodos de ensaio atualmente disponiveis sem recurso a animais (2) (3).

O presente método (ensaio ARE-Nrf2 luciferase) tem por objetivo dar resposta ao segundo evento essencial
explicado no ponto 2. Verificou-se que os sensibilizantes cutineos induzem genes regulados pelo elemento de
resposta antioxidante (ARE) (8) (9). As moléculas eletrdfilas de pequenas dimensdes, como os sensibilizantes
cutdneos, podem agir sobre a proteina sensora Keapl (Kelch-like ECH-associated protein 1): p. ex., por alteragdo das
ligagdes covalentes do residuo de cisteina, resultando na sua dissociacdo relativamente ao fator de transcricio NCR
2 (Nuclear factor-erythroid 2 fator 2). O fator Nfr2 dissociado pode entdo ativar os genes dependentes do ARE, como
os genes que codificam os enzimas desintoxicantes da fase II (8) (10) (11).

Atualmente, o Gnico ensaio ARE-Nrf2 luciferase in vitro abrangido pelo presente método de ensaio é o ensaio Kerati-
noSens™, relativamente ao qual foram concluidos estudos de validagio (9) (12) (13), seguidos de uma andlise
independente interpares realizada pelo laboratério de referéncia da Unido Europeia para as alternativas a experi-
mentagio em animais (EURL ECVAM) (14). O ensaio KeratinoSens™ foi considerado cientificamente vélido para
utilizagdo no dmbito de IATA, em apoio a distingdo entre sensibilizantes e ndo-sensibilizantes cutineos, para efeitos
de classificagdo e rotulagem (14). Os laboratérios que desejem aplicar o método de ensaio podem obter a linha
celular recombinante utilizada no ensaio KeratinoSens™ estabelecendo um acordo de licenga com a entidade que
desenvolveu o método (15).

(") Regulamento (CE) n.° 1272/2008 do Parlamento Europeu e do Conselho, de 16 de dezembro de 2008, relativo a classificacdo, rotulagem
e embalagem de substincias e misturas, que altera e revoga as Diretivas 67/548/CEE e 1999/45/CE, e altera o Regulamento (CE)
1.21907/2006 (JOL 353 de 31.12.2008, p. 1).
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O apéndice 1 contém definigdes.

CONSIDERACOES INICIAIS, APLICABILIDADE E LIMITACOES

Uma vez que a ativagio da via Keap1-Nrf2-ARE incide apenas no segundo evento essencial da AOP de sensibilizacio
cutnea, as informagdes provenientes de métodos de ensaio baseados na ativac¢do desta via ndo serdo provavelmente
suficientes, por si sés, para se concluir do potencial de sensibilizagdo cutdnea dos produtos quimicos. Por
conseguinte, os dados obtidos com o presente método de ensaio devem ser ponderados no contexto de abordagens
integradas, como a IATA, e combinados com outras informagdes complementares, decorrentes, por exemplo, de
ensaios in vitro respeitantes a outros eventos importantes da AOP de sensibilizacio cutdnea, bem como métodos
sem ensaios que incluem a interpolagdo com base em dados relativos a produtos quimicos andlogos. As referéncias
(13) (16) (17) (18) (19) apresentam exemplos para a utilizacio do método de ensaio ARE-Nrf2 luciferase,
juntamente com outras informacdes.

O presente método de ensaio pode ser utilizado para distingdo entre os sensibilizantes cutdneos (categoria 1 do
sistema GHS|CRE) e os ndo-sensibilizantes, no contexto da IATA. Nio pode ser utilizado isoladamente, nem para
classificar os sensibilizantes cutineos nas subcategorias 1A e 1B do GHS, nem para estabelecer o potencial de
sensibilizagdo no contexto de avaliagdes de seguranga. Todavia, consoante o quadro regulamentar, um resultado
positivo pode ser utilizado, por si s, para classificar uma substincia na categoria 1 do sistema GHS/CRE.

Com base no conjunto de dados do estudo de validagio e dos ensaios internos utilizados para a avaliacdo
independente interpares do método de ensaio, foi demonstrado que o ensaio KeratinoSens™ ¢ aplicdvel em
laboratdrios com experiéncia em culturas celulares. O nivel de reprodutibilidade esperado das previsdes para
o método de ensaio é da ordem de 85 %, tanto a nivel intralaboratorial como interlaboratorial (14). A exatiddo
(77 % — 155/201), a sensibilidade (78 % — 71/91) e a especificidade (76 % — 84/110) do ensaio KeratinoSens™
para distinguir os sensibilizantes cutineos (a saber, UN GHS/CLP Cat. 1) dos ndo-sensibilizantes, em comparagio
com os resultados LLNA, foram calculadas tendo em conta todos os dados apresentados ao EURL ECVAM para
avaliacdo e andlise interpares do método de ensaio (14). Estes valores sdo semelhantes aos recentemente publicados
com base em ensaios internos de cerca de 145 substéncias (77 % de precisdo, 79 % de sensibilidade, 72 % de especi-
ficidade) (13). O ensaio KeratinoSens™ é mais suscetivel de subprever produtos quimicos com potencial de sensibi-
lizagdo cutdnea baixo a moderado (subcategoria 1B do GHS/CRE) do que produtos quimicos com potencial elevado
(subcategoria 1A do GHS/CRE) — (13) e (14). No seu conjunto, estas informagdes indicam a utilidade do ensaio
KeratinoSens™ para identificar riscos de sensibilizacdo cutinea. Contudo, os valores de precisio apresentados para
o ensaio KeratinoSens™ utilizado de forma independente sio meramente indicativos, dado que o método de ensaio
deve ser tido em conta juntamente com outras fontes de informacdo no contexto de uma IATA, em conformidade
com o disposto no ponto 9. Além disso, na avaliagdo de métodos de ensaio de sensibilizagdo cutdnea que ndo
utilizem animais, deve ter-se em mente que o método LLNA e outros ensaios com animais podem ndo refletir de
forma adequada a reagdo da espécie-alvo (a saber, a espécie humana).

O termo «produto quimico em estudo» utilizado neste método de ensaio, refere-se ao produto que é objeto do
ensaio e ndo a aplicabilidade do método ARE-Nrf2 luciferase ao ensaio de substancias efou misturas. Com base nos
dados atualmente disponiveis, considera-se o ensaio KeratinoSens™ aplicdvel a produtos quimicos que abrangem
uma grande variedade de grupos funcionais orginicos, mecanismos de reagdo, potenciais de sensibilizacdo cutinea
(determinados com estudos in vivo) e propriedades fisico-quimicas (9) (12) (13) e (14). Testaram-se principalmente
substincias monocomponentes, embora haja dados relativos a ensaios de misturas (20). Considera-se, porém, que
o método € tecnicamente aplicdvel ao ensaio de substincias e misturas multicomponentes. Contudo, antes da
aplicagdo do método a uma mistura para obter dados com fins regulamentares, importa ponderar se — e, em caso
afirmativo, por que motivo — o método pode proporcionar resultados adequados para o efeito. Tais consideragdes
sdo dispensaveis se houver um requisito regulamentar para o ensaio da mistura. Acresce que, no caso de ensaios de
substincias multicomponentes ou misturas, deve ser tida em conta a possivel interferéncia de componentes
citotdxicos com as respostas observadas. O método de ensaio é aplicdvel a produtos quimicos soliiveis ou que
formem uma dispersdo estdvel (ou seja, um coloide ou uma suspensio em que o produto quimico em estudo nio
precipite nem se separe do solvente em diferentes fases), quer em dgua quer em DMSO (aplicdvel a todos os
componentes do produto quimico em estudo, em caso de ensaio de uma substincia multicomponentes ou de uma
mistura). Os produtos quimicos em estudo que ndo satisfagam estas condi¢des a concentracio final mais elevada de
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2 000 pM (ver ponto 22) podem ser ensaiados a concentracbes mais baixas. Nesse caso, os resultados que
satisfazem os critérios de positividade descritos no ponto 39 podem continuar a ser utilizados para apoiar a identi-
ficacdo do produto quimico em estudo como sensibilizante cutineo, enquanto um resultado negativo obtido com
concentra¢des < 1 000 pM deve ser considerado inconclusivo (ver modelo de previsdo no ponto 39). Em geral, as
substancias com log P ndo superior a 5 sdo testadas com éxito, enquanto as substancias extremamente hidréfobas
(log P superior a 7) estdo fora do dmbito de aplicabilidade reconhecido do método de ensaio (14). Para substancias
com log P compreendido entre 5 e 7, apenas se dispde de informacdes limitadas.

Os resultados negativos devem ser interpretados com cuidado, uma vez que as substancias que reagem exclusi-
vamente com residuos de lisina podem produzir esse tipo de resultados no ensaio. Por outro lado, devido a limitada
capacidade metabdlica da linha celular utilizada (21) e as condi¢des experimentais, os pré-haptenos (produtos
quimicos que exigem ativagdo enzimdtica, através, por exemplo, de enzimas P450) e os pré-haptenos (produtos
quimicos ativados por auto-oxidacdo), em especial com uma velocidade de oxidagdo lenta, podem também produzir
resultados negativos. Os produtos quimicos em estudo que ndo atuam como sensibilizantes mas constituem,
todavia, fatores de stress quimico, podem produzir falsos resultados positivos (14). E nem sempre ¢é possivel avaliar
devidamente os produtos quimicos altamente citotéxicos. Por dltimo, os produtos quimicos que interferem com
a enzima luciferase podem confundir a atividade desta em ensaios com células, causando inibi¢do aparente ou um
aumento de luminescéncia (22). Foi referida, por exemplo, a interferéncia de concentracdes de fitoestrogénios
superiores a 1pM com os sinais de luminescéncia em outros ensaios de genes repdrteres da luciferase, devido a
sobreativacdo do gene reporter (23). Deve, pois, examinar-se cuidadosamente a expressio da luciferase obtida com
concentracdes elevadas de fitoestrogénios ou de produtos quimicos similares suspeitos de produzirem o mesmo
tipo de sobreativagio do gene repérter da luciferase (23). Se houver provas de que ndo é aplicivel a outras
categorias especificas de produtos quimicos em estudo, o método de ensaio ndo deve ser utilizado para essas
categorias.

Para além de apoiar a distingdo entre sensibilizadores e ndo-sensibilizadores cutaneos, o ensaio KeratinoSens™,
quando utilizado em abordagens integradas, como a IATA, proporciona também informagdes, em termos de
concentragdo-resposta, suscetiveis de contribuirem para a avaliagdio do potencial de sensibilizagdo (19). Sdo
necessarios, contudo, trabalhos complementares, de preferéncia com base em dados humanos fidveis, para
determinar a forma como os resultados do ensaio KeratinoSens™ podem contribuir para a avaliagio do potencial
de sensibilizagdo (24) e para a subcategorizagdo dos sensibilizantes em conformidade com o sistema GHS da ONU]/
|CRE.

PRINCIPIO DO ENSAIO

O método de ensaio ARE-Nrf2 luciferase utiliza uma linha imortalizada de células aderentes derivada de querati-
ndcitos humanos transfetados de forma estdvel com um plasmideo seleciondvel. A linhagem celular contém o gene
da luciferase sob controlo transcricional de um promotor constitutivo fundido com um elemento ARE de um gene
cuja regulagdo ascendente por sensibilizantes por contacto seja conhecida (25) (26). O sinal da luciferase reflete
a ativacdo pelos sensibilizantes dos genes enddgenos dependentes do Nrf2, tendo sido demonstrada a dependéncia
do sinal da luciferase relativamente a linha celular recombinante do Nrf2 (27). E, assim, possivel a medicio
quantitativa (dete¢do por luminescéncia) da inducdo do gene da luciferase por recurso a substratos de luciferase
produtores de luz bem estabelecidos, indicadores da atividade do fator de transcricdo do Nrf2 nas células, apds
exposigdo a substancias eletrofilas.

Os produtos quimicos em estudo sdo considerados positivos no ensaio KeratinoSens™ se induzirem de forma
estatisticamente significativa a atividade da luciferase acima de um determinado limiar (> 1,5 vezes ou 50 %), abaixo
de uma determinada concentragio que ndo afete de forma significativa a viabilidade celular (abaixo de 1 000 pM e
a uma concentracdo a qual a viabilidade celular é superior a 70 %) (9) (12). Para o efeito, determina-se o fator
méximo de inducdo da atividade da luciferase relativamente ao controlo (negativo) com solvente (). Além disso,
uma vez que as células sio expostas a uma série de concentragdes dos produtos quimicos em estudo,
a concentragio necessdria a uma indugdo da atividade da luciferase estatisticamente significativa superior ao limiar
(valor EC, ;) deve ser estimada por interpolagdo a partir da curva dose-resposta (ver ponto 32 no respeitante aos
célculos). Por tltimo, devem realizar-se, em paralelo, medigdes de citotoxicidade, para avaliar se os niveis de inducdo
da atividade da luciferase se observam a concentracdes subcitotoxicas.
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Antes de passarem a utilizar, por rotina, o ensaio ARE-Nrf2 luciferase de acordo com a presente descri¢do, os
laboratdrios terdo de demonstrar a sua competéncia técnica, utilizando para o efeito as dez substincias de referéncia
indicadas no apéndice 2.

Hé normas de desempenho (28) destinadas a facilitar a validagdo de métodos de ensaio ARE-Nrf2 luciferase in vitro,
novos ou modificados, similares ao ensaio KeratinoSens™ e a permitir a alteracio oportuna do presente método de
ensaio para a sua inclusdo. A aceitacio mutua de dados nos termos do acordo da OCDE s poderd ser garantida no
caso de métodos de ensaio validados de acordo com as normas de desempenho, se estes métodos tiverem sido
revistos e incluidos na correspondente diretriz de ensaio da OCDE.

PROCEDIMENTO DE ENSAIO

Atualmente, o tinico método abrangido pelo presente método de ensaio é o ensaio KeratinoSens™ validado cientifi-
camente (9) (12) (13) (14). Os procedimentos operacionais normalizados (PON) para o ensaio KeratinoSens™ estdo
disponiveis e devem ser utilizados nas fases de implementacio e utilizagdo do método de ensaio no laboratério
(15). Os laboratérios que desejem aplicar o método de ensaio podem obter a linha celular recombinante utilizada
no ensaio KeratinoSens™ mediante o estabelecimento de um acordo de licenca com a entidade que desenvolveu
o método. Os pontos que se seguem apresentam uma descricdo dos principais componentes e procedimentos do
método de ensaio luciferase ARE-Nrf2.

Preparacio das culturas de queratinécitos

Deve utilizar-se uma linha celular transgénica com uma inser¢do estivel do gene repérter da luciferase sob
o controlo do elemento ARE (p. ex., a linha celular KeratinoSens™). Apds a recegio, as células sio propagadas (p.
ex., 2 a 4 passagens) e armazenadas congeladas sob a forma de aglomerado homogéneo. As células provenientes
deste aglomerado original podem ser propagadas até um determinado niimero mdximo de passagens (25, no caso
do ensaio KeratinoSens™) e sdo utilizadas para ensaios de rotina, utilizando o meio de manutenc¢io adequado (no
caso do ensaio KeratinoSens™, DMEM com soro e Geneticin).

As células utilizadas no ensaio devem ser confluentes a 80-90 %, devendo ter-se o cuidado de garantir que nunca
sdo cultivadas até a confluéncia total. Na véspera do ensaio, as células sdo colhidas e distribuidas em placas de 96
pogos (10 000 células por pogo, no caso do ensaio KeratinoSens™). Deve prestar-se aten¢do para evitar
a sedimentagdo das células durante a inoculagio, com vista a assegurar uma distribui¢do homogénea do nimero de
células em cada poco — caso contrério, esta etapa pode originar uma grande variabilidade entre pogos. Em cada
réplica, utilizam-se trés replicados para as medi¢des de atividade da luciferase, utilizando um replicado paralelo para
o ensaio de viabilidade celular.

Preparacio do produto quimico em estudo e das substincias de controlo

O produto quimico em estudo e as substincias de controlo sdo preparados no dia do ensaio. No ensaio Keratino-
Sens™, os produtos quimicos em estudo sdo dissolvidos em dimetilssulféxido (DMSO) até se obter a concentragio
final pretendida (p. ex., 200 mM). As solu¢des de DMSO podem ser consideradas autoesterilizantes, pelo que nédo é
necessdrio esterilizd-las por filtragio. Os produtos quimicos insoliiveis em DMSO sdo dissolvidos em dgua
esterilizada ou em meio de cultura e as solucbes sio esterilizadas, nomeadamente por filtragdo. No caso de
produtos quimicos que ndo tenham massa molecular definida, prepara-se uma solu¢do-méde com concentragio por
defeito — 40 mg/ml ou 4 % (m/v) — para o ensaio KeratinoSens™. Se se utilizarem solventes diversos do DMSO,
da dgua ou de meio de cultura, deve apresentar-se uma fundamentagio cientifica suficiente.
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A partir das solucdes-mée do produto quimico em DMSO, efetua-se uma série de diluicdes com DMSO de forma
a obter 12 concentracdes de referéncia do produto (de 0,098 e 200 mM, no ensaio KeratinoSens™), para andlise
subsequente. No caso de produtos quimicos ndo soltiveis em DMSO, as dilui¢des para a obtengdo das concentragdes
de referéncia sdo feitas por recurso a dgua esterilizada ou meio de cultura estéril. Independentemente do solvente
utilizado, as concentracdes de referéncia sdo, por sua vez, diluidas 25 vezes em meio de cultura com soro e
finalmente utilizadas para tratamento com um fator de diluicio de 4, de modo a que as concentragdes finais do
produto quimico em estudo se situem na gama de 0,98 a 2 000 pM, no ensaio KeratinoSens™. Podem utilizar-se
concentragdes alternativas, com justificagdo adequada (p. ex., em caso de citotoxicidade ou de baixa solubilidade).

O controlo negativo (solvente) utilizado no ensaio KeratinoSens™ é o DMSO (n.© CAS 67-68-5, pureza > 99 %),
para o qual se preparam seis pogos por placa. £ objeto das mesmas operagdes de diluigio descritas no ponto 22
para as concentracdes de referéncia, de forma a que a concentragdo final do controlo negativo (solvente) seja de
1 %, valor que se sabe ndo afetar a viabilidade celular e que corresponde a concentragdo de DMSO nos lotes com
o produto quimico em estudo e no controlo positivo. No caso de produtos quimicos ndo soliiveis em DMSO, cujas
dilui¢des sdo efetuadas em dgua, a concentragdo de DMSO em todos os pogos da solucido de ensaio final deve ser
ajustada para 1 %, tal como para os restantes produtos quimicos em estudo e substancias de controlo.

O controlo positivo utilizado no ensaio KeratinoSens™ ¢é o aldeido cindmico (n.c CAS 14371-10-9, pureza > 98 %),
do qual se prepara uma série de 5 concentra¢des de referéncia na gama de 0,4 a 6,4 mM em DMSO (a partir de
uma solu¢io-mie a 6,4 mM), diluidas do modo descrito para as concentragdes de referéncia no ponto 22, de forma
a que a concentragdo final do controlo positivo se situe na gama de 4 a 64 uM. Podem utilizar-se outros controlos
positivos adequados, que apresentem, de preferéncia, valores EC, ; na zona intermédia da gama, caso haja dados
histéricos que permitam pressupor critérios de aceitabilidade comparaveis.

Aplicacdo dos produtos quimicos em estudo e das substincias de controlo

No respeitante a cada produto quimico em estudo e a cada substincia de controlo positivo, é necessdrio um ensaio
para obter uma estimativa (positiva ou negativa); esse ensaio utiliza, pelo menos, duas réplicas independentes, cada
uma delas constituida por trés replicados (ou seja, n = 6). Em caso de resultados discordantes entre as duas réplicas
independentes, deve realizar-se uma terceira réplica com trés replicados (ou seja, n = 9). Cada réplica independente ¢
realizada num dia diferente, com uma solugio-mée fresca dos produtos quimicos em estudo e células colhidas
especificamente. As células podem, contudo, provir da mesma passagem.

Apbs a inoculagdo do modo descrito no ponto 20, as células sdo cultivadas durante 24 horas em placas de microti-
tulacdo de 96 pocos. O meio ¢ entdo retirado e substituido por meio de cultura fresco (150 pl de meio de cultura
com soro mas sem Geneticin, no caso do ensaio KeratinoSens™), ao qual se adicionam 50 pl do produto quimico
em estudo e das substancias de controlo, diluidos 25 vezes. Pelo menos um pogo por placa deve ficar vazio (sem
células e sem tratamento), para a avaliacdo das concentragdes de fundo.

As placas s3o, em seguida, incubadas durante 48 horas a 37 £ 1 °C, numa atmosfera com 5 % de CO,, no ensaio
KeratinoSens™. Deve ter-se o cuidado de evitar a evaporagio de produtos quimicos voldteis, bem como
a contaminagdo cruzada entre pogos pelos produtos quimicos em estudo (por exemplo, cobrindo as placas com
peliculas antes da incubagdo com os produtos).

Medicoes da atividade da luciferase

Trés fatores sdo essenciais para garantir leituras adequadas da luminescéncia:

— escolha de um lumindémetro sensivel,

— utilizagdo de placas com altura suficiente para evitar a contaminagio cruzada pela luz; e

— utilizagdo de um substrato de luciferase com luminosidade adequada, para garantir sensibilidade suficiente e
baixa variabilidade.
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Antes do ensaio, importa realizar um ensaio de controlo do modo descrito no apéndice 3, para garantir que sdo
satisfeitas as trés condicdes.

Apbs as 48 horas de exposi¢do do produto quimico em estudo e das substincias de referéncia no ensaio Keratino-
Sens™, as células sio lavadas com um tampio salino de fosfatos, adicionando-se a cada poco, durante 20 minutos,
a temperatura ambiente, o tampdo de lise adequado para as leituras de luminescéncia.

As placas com os lisados de células sdo entdo colocadas no luminémetro para leitura. No ensaio KeratinoSens™,
a programagdo ¢ a seguinte: i) adiciona-se o substrato de luciferase a cada pogo (50 pl); ii) espera-se 1 segundo;
iii) integra-se a atividade da luciferase durante 2 segundos. Devem justificar-se quaisquer condi¢des alternativas
a que eventualmente se recorra (p. ex., em fungdo do modelo de luminémetro utilizado). Pode também utilizar-se
um substrato luminescente que satisfaga os requisitos de controlo de qualidade descritos no apéndice 3.

Avaliacio da citotoxicidade

No ensaio de viabilidade celular KeratinoSens™, o meio é substituido, apds as 48 horas de exposi¢do, por um meio
fresco que contém MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio; n.c CAS 298-93-1] e células
incubadas durante 4 horas a 37 °C, numa atmosfera com 5 % de CO,. O meio com MTT ¢ seguidamente retirado e
as células sdo lisadas de um dia para o outro (p. ex., adicionando a cada alvéolo uma solucio de SDS a 10 %). Apds
agitacdo, mede-se a absorcdo a 600 nm com um fotémetro.

RESULTADOS E RELATORIO

Avaliagdo dos resultados

No ensaio KeratinoSens™, calculam-se os seguintes pardmetros:

— valor maximo médio de inducdo da atividade da luciferase (I,) observada para cada concentragdo do produto

quimico em estudo e do controlo positivo;

max)

— valor de EC, ;, que representa a concentragdo a qual a indugio de atividade da luciferase é superior ao limiar de
1,5 vezes (isto €, aumento de 50 % da atividade da luciferase); e

— as concentragdes IC,, e IC,, correspondentes a uma reducdo da viabilidade celular de 50 % e 30 %, respeti-
vamente.

— A equagdo 1 permite calcular o fator de inducio de atividade da luciferase; o fator mdximo de indugdo (I,) é

calculado sob a forma de média das réplicas individuais.

max)

Equacdo 1:

(Lamoslm - menco)

Fator de inducdo =
( solvente Lbranco)

em que:

representa a leitura da luminescéncia no pogo do produto quimico em estudo (amostra)

amostra

representa a leitura da luminescéncia no pogo que nio contém células nem o produto (branco)

‘branco

representa a média das leituras da luminescéncia no poco que contém as células e o controlo negativo
(solvente)

solvente

O valor EC, ¢ calculado por interpolagio linear de acordo com a equagdo 2, sendo o valor EC, ; global calculado
como média geométrica das réplicas individuais.
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Equacdo 2:

ECL5 = (G- C) x (2271) L ¢,
I, -1,

em que:

C, representa a concentragao mais baixa, em M, com indugéo > 1,5 vezes
C, representa a concentragdo mais elevada, em pM, com indugdo < 1,5 vezes

[, representa o fator de indu¢do determinado a concentragdo mais baixa, com indugdo > 1,5 vezes (média dos trés
pogos de replicados)

I, representa o fator de indugdo determinado a concentragio mais elevada com indugio < 1,5 vezes (média dos
trés pogos de replicados)

A viabilidade é calculada pela equagio 3:

Equagdo 3:

(Vamastm - menco)
Vsolvente - menco

Viabilidade = x 100

em que:

representa a leitura da absorvancia do MTT no pogo do produto quimico em estudo (amostra)

amostra

representa a leitura da absorvancia do MTT no pogo que ndo contém células nem o produto (em branco)

branco

representa a média das leituras da absorvincia do MTT nos pogos que contém as células e o controlo
negativo (solvente)

solvente

Os valores EC,, e IC,, sdo calculados por interpolagdo linear de acordo com a equagido 4, sendo os valores ECy, e
IC,, globais calculados como médias geométricas das réplicas individuais.

Equacdo 4:

(IOO—x)—Va>
IC,=(G,-C, ———) +C,
( ’ )X ( Vb_Va +

em que:

X representa a redugdo percentual da concentragdo a determinar (50 e 30 para IC;, e IC,, respetivamente)
C, representa a concentragdo mais baixa, em M, com redugdo da viabilidade > x %

C, representa a concentra¢do mais elevada, em pM, com redugdo da viabilidade < x %

V, representa a percentagem de viabilidade a concentragio mais baixa, com redugdo da viabilidade > x %

V, representa a percentagem de viabilidade a concentragdo mais elevada, com redugdo da viabilidade < x %

Para cada concentragio com uma indugdo da atividade da luciferase superior a 1,5 vezes, calcula-se a significancia
estatistica (p. ex., por um teste t-Student bilateral) comparando os valores de luminescéncia das trés amostras de
replicados com os valores de luminescéncia nos pogos de controlo negativo (solvente), com vista a determinar se
a indugdo de atividade da luciferase é estatisticamente significativa (p < 0,05). A concentragio mais baixa com
indugdo de atividade da luciferase > 1,5 vezes ¢ determinante do valor de EC, ;. Em cada caso, verifica-se se este
valor ¢ inferior a IC;;, o que indica uma redugdo da viabilidade celular inferior & concentragio que determina
a EC .
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Recomenda-se que os dados sejam verificados visualmente com o auxilio de gréficos. Caso ndo se observe uma
curva dose-resposta bem definida ou se a curva dose-resposta for bifésica (isto é, ultrapassar duas vezes o limiar de
1,5), a experiéncia deve ser repetida para verificar se este comportamento é especifico do produto quimico em
estudo ou devido a uma anomalia experimental. Se a resposta bifdsica for reprodutivel numa experiéncia
independente, deve comunicar-se o valor mais baixo de EC, ; (concentragio a qual o limiar de 1,5 ¢ atingido pela
primeira vez).

Nos raros casos em que se observe uma indugdo estatisticamente ndo significativa superior a 1,5 vezes, seguida de
concentracdo mais elevada com uma indugdo estatisticamente significativa, os resultados desta dltima apenas sdo
considerados vélidos e positivos se a inducdo estatisticamente significativa acima do limiar de 1,5 tiver sido obtida
para uma concentragdo ndo citotoxica.

Por dltimo, no ensaio de produtos quimicos em estudo que produzam uma inducdo igual ou superior a 1,5 vezes a
concentragdo de ensaio mais baixa (0,98 pm), o valor de EC, ; < 0,98 ¢ estabelecido com base na inspecdo visual da
curva dose-resposta.

Critérios de aceitagio

Ao utilizar o ensaio KeratinoSens™, importa cumprir os critérios de aceitagdo que se seguem. Em primeiro lugar,
a indugdo da atividade da luciferase obtida com o controlo positivo (aldeido cindmico) deve ser estatisticamente
significativa acima do limiar de 1,5 (p. ex., recorrendo a um teste t) em, pelo menos, uma das concentragdes de
ensaio (de 4 a 64 uM).

Em segundo lugar, o valor de EC,; deve situar-se no intervalo de dois desvios-padrio da média histérica do
laboratério de ensaio (p. ex., entre 7 pM e 30 pM, de acordo com o conjunto de dados de validagdo), a atualizar
regularmente. Além disso, a indugdo média nos trés replicados de aldeido cinadmico a 64 pM deve situar-se entre 2 e
8. Se este critério ndo for preenchido, a relagio dose-resposta do aldeido cindmico deve ser cuidadosamente
verificada, podendo os ensaios ser aceites apenas se existir uma relacdo clara dose-resposta com um aumento de
inducdo da atividade da luciferase em fun¢do das concentracdes, no controlo positivo.

Por dltimo, o coeficiente de variagio médio da leitura de luminescéncia para o controlo negativo (solvente) —
DMSO — deve ser inferior a 20 % em cada réplica, constituida por 6 pogos testados em triplicado. Se a variabilidade
for mais elevada, hd que descartar os resultados.

Interpretacio dos resultados e modelo de previsio

No ensaio KeratinoSens™, considera-se positiva uma previsio se forem satisfeitas as quatro condi¢des que se
seguem em 2 réplicas de 2 ou de 3; caso contrdrio, a previsdo ¢ considerada negativa (figura 1):

1. I, superior a 1,5 vezes e significativamente diferente, do ponto de vista estatistico, do controlo negativo

max

(solvente), de acordo com um teste t-Student bilateral nio emparelhado;

2. Viabilidade celular superior a 70 % a concentracdo mais baixa com inducdo de atividade da luciferase superior
a 1,5 vezes (ou seja, a concentragdo determinante da EC, ;);

3. EC, 5 inferior a 1 000 pM (ou inferior a 200 pg/ml, no caso de produtos quimicos em estudo sem massa
molecular definida);

4. Observa-se, de modo geral, uma relacdo dose-resposta aparente para a indugdo da luciferase (ou uma resposta
bifdsica, como referido no ponto 33).

Se, numa determinada réplica, as trés primeiras condicdes se encontrarem preenchidas mas nio se observar uma
relagdo clara dose-resposta para a inducdo da luciferase, o resultado dessa réplica deve ser considerado inconclusivo,
podendo ser necessario realizar outros ensaios (figura 1). Deve também ser considerado inconclusivo um resultado
negativo obtido com concentragdes < 1 000 pM (ou < 200 pg/ml no caso de produtos quimicos em estudo sem
massa molecular definida) (ver ponto 11).
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Figura 1

Modelo de previsio utilizado no ensaio KeratinoSens™. Uma previsio KeratinoSens™ deve ser ponderada
no dmbito de uma abordagem IATA, em conformidade com os pontos 9 e 11.

Indugdo > 1,5 vezes?
E
Estatisticamente mais
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SIM
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NAO
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SIM
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NAO
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Procedimento para uma repeticdo

Negativo
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Inconclusivo | Repetir
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independentes

— Se ambas forem positivas, o
resultado é POSITIVO

— Se ambas forem negativas, o
resultado é NEGATIVO

Caso as duas primeiras repeticoes nio
sejam concordantes, efetuar uma
terceira repetigio e tirar uma
conclusio com base em 2 dos
3 resultados.

Em certos casos raros, os produtos quimicos em estudo que induzem a atividade da luciferase a niveis muito
proximos dos niveis citotxicos podem, em algumas réplicas, revelar-se positivos a niveis ndo citotdxicos (ou seja,
EC, ,, que determina a concentragdo inferior a IC,) e, em outras réplicas, apenas a niveis citotoxicos (ou seja, EC, ,
que determina a concentracdo superior a IC,,). Esses produtos quimicos devem ser sujeitos a novo ensaio, com uma
andlise dose-resposta mais estrita, utilizando um fator de dilui¢do inferior [p. ex., um fator de dilui¢do entre pogos
de 1,33 ou O2 (= 1,41) vezes], para averiguar a eventual ocorréncia de inducdo a niveis citotdxicos (9).

Relatério de ensaio

Elementos a incluir no relatério de ensaio:

Produto quimico em estudo

— Substincia monocomponente

— Dados de identificagdo quimica, como as denominac¢des IUPAC ou CAS, o(s) nimero(s) CAS, o codigo

SMILES ou InChl, a férmula estrutural e/ou outros elementos;
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— Aspeto fisico, solubilidade em dgua e em DMSO, massa molecular e outras propriedades fisico-quimicas
relevantes, se conhecidas;

— Grau de pureza, identidade quimica das impurezas (conforme adequado e exequivel), etc.;
— Pré-tratamento, se for o caso (aquecimento ou moagem, por exemplo);
— Concentragio(des) ensaiada(s);
— Condi¢Bes de armazenagem e de estabilidade, se conhecidas.
— Substancia multicomponentes, UVCB e mistura:

— Caracterizagdo, tanto quanto possivel — por exemplo, por identidade quimica (ver supra), pureza, ocorréncia
quantitativa e propriedades fisico-quimicas relevantes (ver supra) dos componentes, na medida em que
estejam disponiveis;

— Aspeto fisico, solubilidade em dgua e em DMSO e outras propriedades fisico-quimicas relevantes, na medida
em que estejam disponiveis;

— Massa molecular ou, no caso de misturas/polimeros de composi¢des conhecidas, massa molecular aparente,
ou outras informacdes relevantes para a realiza¢do do estudo;

— Pré-tratamento, se for o caso (aquecimento ou moagem, por exemplo);
— Concentragdo(des) ensaiada(s);
— Condi¢des de armazenagem e de estabilidade, se conhecidas.

Grupos de controlo

— Controlo positivo

— Dados de identificagdo quimica, como as denominagdes IUPAC ou CAS, o(s) nimero(s) CAS, o cddigo
SMILES ou InChl, a férmula estrutural efou outros elementos de identificagdo;

— Aspeto fisico, solubilidade em dgua e em DMSO, massa molecular e outras propriedades fisico-quimicas
relevantes, se conhecidas e se pertinente;

— Grau de pureza, identidade quimica das impurezas, conforme adequado e exequivel, etc.;
— Pré-tratamento, se for o caso (aquecimento ou moagem, por exemplo);

— Concentragio(des) ensaiada(s);

— Condi¢Bes de armazenagem e de estabilidade, se conhecidas;

— Referéncia ao historial dos resultados dos controlos positivos que demonstrem o cumprimento dos critérios
de aceitagdo, se aplicavel.

— Controlo negativo (veiculo)

— Dados de identificagdo quimica, como as denominacdes ITUPAC ou CAS, o(s) niimero(s) CAS efou outros
elementos;

— Grau de pureza, identidade quimica das impurezas, conforme adequado e exequivel, etc;

— Aspeto fisico, massa molecular e outras propriedades fisico-quimicas relevantes, caso sejam utilizados
controlos negativos|veiculos diversos dos referidos no método de ensaio, na medida em que essas
informagdes sejam conhecidas;

— Condi¢Bes de armazenagem e de estabilidade, se conhecidas;

— Justificagdo da escolha do solvente, para cada produto quimico em estudo.
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Condigdes de realizagdo do ensaio

— Nome e endereco do patrocinador, do laboratério e do diretor do estudo;

— Descri¢do do método de ensaio utilizado;

— Linha celular utilizada, suas condi¢des de armazenamento e fonte (p. ex., laboratdrio a partir do qual foi obtida);
— Namero de passagens e nivel de confluéncia das células utilizadas no ensaio;

— Método de contagem celular utilizado para a inoculagdo antes do ensaio e medidas tomadas para assegurar
a homogeneidade da distribui¢do do ntimero de células (ver ponto 20);

— Lumindémetro utilizado (p. ex., modelo), incluindo regulagdes do instrumento, substrato de luciferase utilizado e
demonstragio de medi¢des de luminescéncia adequadas com base no ensaio de controlo descrito no apéndice 3;

— Procedimento utilizado a fim de demonstrar a competéncia do laboratério para executar o método de ensaio
(p. ex., ensaio de substincias de referéncia) ou a reprodutibilidade do desempenho do método de ensaio ao
longo do tempo.

Procedimento de ensaio
— Namero de réplicas e replicados utilizados;

— Concentragdes do produto quimico em estudo, processo de aplicagio e tempo de exposi¢do utilizado, se
diferente do recomendado;

— Descricdo dos critérios de avaliacio e de decisio utilizados;
— Descricdo dos critérios de aceitagdo do estudo utilizados;
— Descri¢do de eventuais modificacdes na execucdo do ensaio.
Resultados

— Tabulagio dos valores de I, EC, ; e viabilidade celular (IC,,, IC,) obtidos para o produto quimico em estudo e
para o controlo positivo, em cada réplica, bem como dos valores médios (I,,,: média; valores de EC,; e de
viabilidade: média geométrica) e desvio-padrdo calculado a partir dos dados de todas as réplicas individuais;
notagio do produto quimico em estudo de acordo com o modelo preditivo;

— Coeficiente de variagdo obtido para os valores de luminescéncia para o controlo negativo em cada experiéncia;
— Griéfico dose-resposta para a inducdo de atividade da luciferase e viabilidade celular;

— Descrigdo de quaisquer outras observagdes relevantes.

Discussdo dos resultados

— Discussdo dos resultados obtidos com o ensaio KeratinoSens™,

— Ponderacio dos resultados do método de ensaio no dmbito de IATA, caso existam outras informagdes
relevantes.

Conclusdes
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Apéndice 1

DEFINICOES

Exatiddo: Grau de acordo entre os resultados do método de ensaio e os valores de referéncia aceites. Constitui uma
medida da eficiéncia do método e um dos aspetos da «adequagdo». Este termo e o termo «concordancia» sdo muitas
vezes utilizados indistintamente para indicar a proporcio de resultados corretos do método de ensaio (29).

AOP (Adverse Outcome Pathway — via determinante dos efeitos adversos): Sequéncia de eventos na estrutura
de um produto quimico em estudo ou de um grupo de produtos quimicos afins, apds o evento molecular iniciador,
cujo resultado tenha consequéncias in vivo (2).

ARE (Antioxidant response element): O eclemento de resposta antioxidante (também denominado EpRE —
elemento de resposta eletréfila) é um elemento de resposta situado na regido promotora a montante de muitos
genes citoprotetores e genes da fase II. Quando ativado pelo NFR 2, rege a indugdo transcricional desses genes.

Produto quimico: Substincia ou mistura.

Coeficiente de variacio: Medida da variabilidade calculada para um grupo de dados relativos a replicados, que se
obtém dividindo o desvio-padrdo pela média. Pode multiplicar-se por 100 para ser expresso em percentagem.

EC, ;: Valor interpolado para a concentragdo que induz 1,5 vezes a atividade da luciferase.
IC,,: Concentragio que reduz a viabilidade celular em 30 %.
IC,,: Concentracdo que reduz a viabilidade celular em 50 %.

Perigo: Propriedade intrinseca de um agente ou de uma situacdo, suscetivel de causar efeitos adversos num
organismo, num sistema ou numa (sub)populacio que lhe sejam expostos.

IATA (abordagem integrada de ensaio e avaliacio): Abordagem estruturada para a identificacdo (potencial) e
caracterizagdo (extensdo) do perigo efou para a avaliagdo da seguranga (potencial/extensdo e exposi¢do) de um
produto quimico ou grupo de produtos quimicos, que integra e pondera, de forma estratégica, todos os dados
pertinentes com o objetivo de fundamentar uma decisdo regulamentar sobre o perigo efou risco potencial efou
a necessidade de realizar ensaios complementares.

I Fator de indugdo médxima da atividade da luciferase relativamente ao controlo negativo (solvente), para

max*®

qualquer concentragdo do produto quimico em estudo.

Keapl: Proteina sensora (Kelch-like ech-associated Protein 1) passivel de regular a atividade do fator Nrf2. Em
condi¢des nio induzidas, ativa o fator de transcricio Nrf2, promovendo assim a ubiquitinilagio e a degradacio
proteolitica no proteassoma. A modificacio covalente dos residuos de cisteina reativos da proteina Keap 1 por
pequenas moléculas pode conduzir a dissociagdo do fator Nrf2 da proteina (8) (10) (11).

Mistura: Mistura ou solu¢do constituida por duas ou mais substancias que nela nio reagem (1).

Substincia monocomponente: Substincia, definida pela sua composi¢do quantitativa, da qual um dos principais
componentes estd presente num teor de, pelo menos, 80 % (m/m).

Substincia multicomponentes: Substincia, definida pela sua composicio quantitativa, da qual mais de um dos
principais componentes estd presente numa concentra¢do > 10 % (m/m) e < 80 % (m/m). As substancias multicom-
ponentes resultam de processos de fabrico. A diferenca entre uma mistura e uma substincia multicomponentes
reside em que a primeira se obtém misturando duas ou mais substancias, sem reacdo quimica. As substincias
multicomponentes resultam de reagdes quimicas.
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Nrf2 [(Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2]: Fator de transcricio envolvido no mecanismo da resposta
antioxidante. Se ndo sofrer ubiquitinilacio, o fator Nrf2 desenvolve-se no citoplasma e desloca-se para o nicleo,
onde se combina o ARE na regido promotora a montante de muitos genes citoprotetores, iniciando a transcri¢o
destes (8) (10) (11).

Amostra de controlo positiva: Replicado que contém todos os componentes do sistema de ensaio e foi tratado
com uma substancia que comprovadamente induz reagdo positiva. Para que possa determinar-se a variabilidade no
tempo da reagdo a esta amostra de controlo, essa reagio ndo deve ser excessivamente positiva.

Adequagio: Relacio do ensaio com o efeito em causa; pertinéncia e utilidade do ensaio para o fim em vista.
Traduz a medida em que o ensaio mede ou prevé corretamente o efeito biolégico em apreciagdo. A adequacio
compreende a exatiddo (concordincia) do método de ensaio (29).

Fiabilidade: Medida em que, utilizando o mesmo protocolo, um método de ensaio pode ser continuadamente
reproduzido no mesmo laboratério e em laboratérios diferentes. A fiabilidade é avaliada com base nos valores
calculados das reprodutibilidades intralaboratorial e interlaboratorial, bem como da repetibilidade intralaboratorial
(29).

Reprodutibilidade: Acordo entre resultados obtidos em ensaios com o mesmo produto quimico, utilizando
o mesmo protocolo (ver fiabilidade) (29).

Sensibilidade: Propor¢io dos produtos quimicos positivos/ativos que sdo corretamente classificados pelo método
de ensaio. Constitui uma medida da exatidio de um método de ensaio cujos resultados sejam estabelecidos em
funcdo de categorias e ¢ um aspeto importante a ter em conta na avaliagdo da adequagdo do método de ensaio (29).

Amostra de controlo do solvente[veiculo: Replicado que contém todos os componentes do sistema de ensaio,
com excegdo do produto quimico em estudo, mas incluindo o solvente. E utilizado para definir a base de referéncia
das respostas no respeitante as amostras expostas ao produto quimico em estudo dissolvido no mesmo solvente.

Especificidade: Propor¢do dos produtos quimicos negativosfinativos que sio corretamente classificados pelo
método de ensaio. Constitui uma medida da exatiddo de um método de ensaio cujos resultados sejam estabelecidos
em fungdo de categorias e é um aspeto importante a ter em conta na avaliagdo da adequagio do método de ensaio
(29).

Substincia: Um elemento quimico ou um composto de um elemento quimico no estado natural ou obtido por
qualquer processo de producdo, incluindo os aditivos necessdrios para preservar a estabilidade do produto e as
impureza derivadas do processo utilizado, mas excluindo qualquer solvente que possa ser separado sem afetar
a estabilidade da substincia nem modificar a composigdo desta (1).

Produto quimico em estudo: O termo «produto quimico em estudo» é utilizado para designar o produto quimico
que € objeto do ensaio.

Sistema Mundial Harmonizado de Classificacdo e Rotulagem de Produtos Quimicos das Nagdes Unidas (em
inglés: Globally Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals — UN GHS): Sistema que
propde a classificagdo dos produtos quimicos (substancias e misturas) em fungdo de tipos e niveis normalizados de
perigos fisicos, sanitdrios e ambientais e trata ainda dos correspondentes elementos de comunicagio, como
pictogramas, palavras-sinal, adverténcias de perigo, recomendagdes de prudéncia e fichas de dados de seguranga, de
modo a transmitir informacdes sobre os efeitos indesejaveis do produto em causa, com vista a protegdo das pessoas
(empregadores, trabalhadores, transportadores, consumidores, pessoal dos servicos de emergéncia, etc.) e do
ambiente (1).

UVCB: Substancias de composi¢do desconhecida ou varidvel, produtos de reacdo complexos ou materiais
bioldgicos.

Método de ensaio vilido: Método de ensaio cujas importancia e fiabilidade sio consideradas suficientes para um
objetivo especifico e que se baseia em principios cientificamente s6lidos. Um método de ensaio nunca € vélido em
sentido absoluto, mas apenas em relacio a um determinado objetivo (29).



L 112/164

28.4.2017

Jornal Oficial da Unido Europeia

Apéndice 2

SUBSTANCIAS PARA A DEMONSTRACAO DE COMPETENCIA

Sensibilizacio cutinea in vitro: método de ensaio ARE-Nrf2 luciferase

Antes de utilizarem de forma rotineira este método de ensaio, os laboratérios devem demonstrar a sua competéncia
técnica mediante a obtencdo, pelo ensaio KeratinoSens™, dos resultados previstos para as dez substincias
recomendadas no quadro 1, bem como dos valores de EC, ; e IC;, incluidos na respetiva gama de referéncia, no
respeitante a, pelo menos, oito das dez substincias de referéncia. Estas substincias foram selecionadas de modo
a representarem a gama de reagdes aos riscos de sensibilizacdo da pele. A disponibilidade comercial, a existéncia de
referéncias in vivo de alta qualidade e a existéncia de dados in vitro de alta qualidade, obtidos com o ensaio Keratino-
Sens™, constituem outros critérios de selegio.

Quadro 1

Substincias recomendadas para a demonstragio de competéncia técnica com o ensaio KeratinoSens™

Substancias para s . EC, 5 (uM)
a demonstragdo de N.o CAS Fase Previsao in Kerat1r}(>~SensTM Gam;isde refe- | G50 (pMA) Gama
L vivo (1) Previsdo (%) o de referéncia (?)
competéncia réncia (%)

Isopropanol 67-63-0 Liquida | Nio sensibili- Negativa >1 000 >1 000
zante

Acido salicilico 69-72-7 Solida Nio sensibili- Negativa >1 000 >1 000
zante

Acido lactico 50-21-5 Liquida Nio sensibili- Negativa >1 000 >1 000
zante

Glicerol 56-81-5 Liquida Nio sensibili- Negativa >1 000 >1 000
zante

Alcool cinamilico 104-54-1 Solida Sensibilizante Positiva 25-175 >1 000
(fraco)

Dimetacrilato de 97-90-5 Liquida Sensibilizante Positiva 5-125 > 500

etilenoglicol (fraco)

2-Mercaptobenzo- | 149-30-4 Solida Sensibilizante Positiva 25-250 > 500

tiazole (moderado)

Metildibromoglu- | 35691-65-7 Solida Sensibilizante Positiva <20 20-100

taronitrilo (forte)

Sulfato de 4-meti- 55-55-0 Solida Sensibilizante Positiva <125 20 - 200

laminofenol (forte)

2,4-Dinitrocloro- 97-00-7 Solida Sensibilizante Positiva <12,5 5-20

benzeno (extremo)

(") As previsdes de riscos e de potencial sensibilizante in vivo baseiam-se nos dados LLNA (13). O potencial sensibilizante in vivo é
obtido por aplica¢do dos critérios propostos pelo ECETOC (23).
() Uma previsdo KeratinoSens™ deve ser ponderada no dmbito de uma abordagem IATA, em conformidade com os pontos 9 e
11 do presente método de ensaio.

(%) Com base nos valores histéricos observados (12).
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Apéndice 3
CONTROLO DE QUALIDADE DAS MEDIC()ES DE LUMINESCENCIA

Experiéncia de base para a otimizacio das medicdes de luminescéncia no ensaio KeratinoSens™

Os trés pardmetros que se seguem sdo essenciais para garantir a obten¢do de resultados fidveis com o luminémetro:
— Sensibilidade suficiente que garanta um nivel de base estdvel nos pogos de controlo;

— Auséncia de gradiente na placa devido a tempos de leitura longos; e

— Auséncia de contaminacdo luminosa dos pocos adjacentes por parte de pogos fortemente ativos.

Antes do ensaio, recomenda-se que a realizacio de medicdes de luminescéncia adequadas seja assegurada mediante
o ensaio de uma placa de controlo do modo que seguidamente se descreve (analise em triplicado).

Placa para o primeiro ensaio exploratério

A| DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO

B | DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO

C | DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO

D | EGDMA | EGDMA | EGDMA | EGDMA | EGDMA | EGDMA | EGDMA | EGDMA | EGDMA | EGDMA | EGDMA | EGDMA
0.98 1.95 3.9 7.8 15.6 31.25 62.5 125 250 500 1000 2000

E | DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO

F | DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO

G | DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO

H [ DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO CA 4 CA 8 CA 16 CA 32 CA 64 Branco

EGDMA = Dimetacrilato de etilenoglicol (n.c CAS: 97-90-5), produto quimico fortemente indutor

CA = Aldeido cindmico, referéncia positiva (n.> CAS: 104-55-2

A andlise de controlo de qualidade deve demonstrar:

— resposta clara & dose na linha D, com I > 20 vezes a resposta de base (na maioria dos casos, obtém-se valores
de I, entre 100 e 300);
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— nenhuma resposta a dose nas linhas C e E (nenhum valor de inducio superior a 1,5 — idealmente, ndo superior
a 1,3), devido a possivel contaminagdo luminosa, em especial na vizinhanca de pocos fortemente ativos na linha
EGDMA;

— nenhuma diferenca estatisticamente significativa entre as linhas A, B, C, E, F e G (isto ¢, auséncia de gradiente na
placa); e

— variabilidade em qualquer das linhas A, B, C, E, F e G, bem como nos pogos com DMSO da linha H, inferior
a 20 % (ou seja, linha de base estavel).
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B.61 Método de ensaio de difusio de fluoresceina para identificacdo de corrosivos oculares e de irritantes
oculares severos

INTRODUCAO

Este método de ensaio é equivalente ao Test Guideline TG 460 (2012) da OCDE. O método de ensaio de difusdo de
fluoresceina é um método in vitro que pode ser utilizado em determinadas circunstancias, respeitadas determinadas
limitagGes, para atribuir a produtos quimicos (substancias e misturas) a classificagdo de corrosivos oculares e de
irritantes oculares severos, conforme definicio do Sistema Mundial Harmonizado de Classificagdo e Rotulagem de
Produtos Quimicos (GHS) da ONU (categoria 1), do Regulamento (CE) n.c 1272/2008, relativo a classificacio,
rotulagem e embalagem de substancias e misturas (CRE) (') (categoria 1), e da Agéncia de Protecio do Ambiente dos
E.U.A. (categoria I) (1) (2). Para efeitos do presente método de ensaio, define-se «rritante ocular severo» como sendo
um produto quimico cuja administragio provoca lesdes nos tecidos do olho ndo reversiveis nos 21 dias seguintes
ou provoca uma degradagdo grave da visdo e «corrosivo ocular» como sendo um produto quimico que provoca
lesdes irreversiveis nos tecidos do olho. Estes produtos quimicos sdo classificados na categoria 1 do sistema GHS da
ONU, na categoria 1 do Regulamento CRE da UE ou na categoria I da Agéncia de Prote¢do do Ambiente dos E.U.A.

Embora o método de difusio de fluoresceina ndo esteja validado para substituir completamente o ensaio ocular in
vivo no coelho, recomenda-se a sua integracdo numa estratégia de ensaio sequencial por etapas para classificagdo e
rotulagem normativas. Recomenda-se, portanto, que este método constitua uma etapa inicial de uma abordagem
descendente para a identificacdo de corrosivos oculares e de irritantes oculares severos, concretamente para
determinados tipos de produtos quimicos (substincias e misturas hidrossoltveis) (3) (4).

E geralmente aceite que, no futuro previsivel, ndo estard disponivel nenhum ensaio de irritago ocular in vitro tnico,
alternativo ao ensaio ocular in vivo (método de ensaio B.5 (5)), para previsdes em toda a gama de irritacio que
cubram as diferentes classes de produtos quimicos. Porém, a combina¢io de varios métodos de ensaio alternativos
no ambito de uma estratégia sequencial de ensaio (por etapas) pode substituir-se ao ensaio ocular in vivo (4).
A abordagem descendente (4) destina-se a ser utilizada quando, com base nas informagdes disponiveis, for
previsivel que o produto quimico tenha elevado potencial irritante.

Com base no modelo de previsio descrito no ponto 35, este método de ensaio pode, dentro do seu dominio de
aplicabilidade, identificar produtos quimicos corrosivos oculares ou irritantes oculares severos (categoria 1 no
sistema GHS da ONU, categoria 1 do sistema CRE da UE, categoria I da Agéncia de Protecio do Ambiente do E.U.
A.) sem necessidade de ensaios complementares. O mesmo sucede em relagio as misturas, embora ndo se tenham
utilizado misturas na validacdo. O método de ensaio de difusdo de fluoresceina pode, portanto, ser utilizado para
determinar a corrosdo e a irritagdo oculares provocadas por produtos quimicos, no d4mbito da estratégia sequencial
de ensaio referida no método B.5 (5). Todavia, os produtos quimicos que o método de ensaio de difusio de
fluoresceina ndo preveja serem corrosivos oculares nem irritantes oculares severos terdo de ser ensaiados por um
ou mais métodos adicionais (in vitro efou in vivo) capazes de identificar com exatiddo: i) falsos negativos de produtos
quimicos corrosivos oculares ou de irritantes oculares severos no método de ensaio de detegdo de fluoresceina
(categoria 1 do sistema GHS da ONU, categoria 1 do Regulamento CRE da UE, categoria I da Agéncia de Protecdo
do Ambiente dos E.U.A.); ii) produtos quimicos ndo classificados em termos de irritagdio ou corrosdo ocular
(nenhuma categoria» no sistema GHS da ONU, nenhuma categoria do Regulamento CRE da UE, categoria IV da
Agéncia de Protecio do Ambiente dos E.U.A.); iii) produtos quimicos moderada ou ligeiramente irritantes oculares
(categorias 2A e 2B do sistema GHS da ONU, categoria 2 do Regulamento CRE da UE, categorias I e IIl da Agéncia
de Protecio do Ambiente dos E.U.A.).

Na descri¢do deste método de ensaio, pretende-se explicar o processo utilizado para avaliar o potencial de corroso
ocular ou de irritacdo ocular severa de um produto quimico, medido pela capacidade deste de induzir lesdes numa
camada epitelial confluente impermeavel. A integridade da permeabilidade transepitelial é uma fun¢do primordial
do epitélio, como sucede na conjuntiva e na cérnea. A permeabilidade transepitelial é controlada por diversas
jungdes oclusivas. Estabeleceu-se uma correlagdo entre o aumento da permeabilidade do epitélio da cérnea in vivo e
o nivel de inflamagdo e de lesdes da superficie observado a medida que a irritacio ocular evolui.

No método de ensaio de difusdo de fluoresceina, medem-se os efeitos téxicos de uma curta exposi¢do ao produto
quimico em estudo determinando o aumento de permeabilidade a fluoresceina de sédio através de uma
monocamada epitelial de células renais caninas de Madin-Darby (MDCK) cultivadas em insertos permedveis.
A quantidade de fluoresceina que se difunde é proporcional as lesdes induzidas pelo produto quimico nas ditas
juncdes oclusivas, nos desmossomas e nas membranas celulares, podendo ser utilizada para estimar potenciais de
toxicidade ocular de produtos quimicos. O apéndice 1 ilustra células MDCK cultivadas na membrana de um inserto
para o método de ensaio de difusdo de fluoresceina.

(") Regulamento (CE) n.° 1272/2008 do Parlamento Europeu e do Conselho, de 16 de dezembro de 2008, relativo a classificacdo, rotulagem
e embalagem de substincias e misturas, que altera e revoga as Diretivas 67/548/CEE e 1999/45/CE, e altera o Regulamento (CE)
1.21907/2006 (JOL 353 de 31.12.2008, p. 1).
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Estabelecem-se defini¢des no apéndice 2.

CONSIDERACOES INICIAIS E LIMITACOES

Este método de ensaio baseia-se no protocolo INVITTOX n.c 71 (6), que foi avaliado num estudo de validacio
internacional realizado pelo Centro Europeu de validacdo de métodos alternativos (European Centre for the Validation
of Alternative Methods, ECVAM), em colaboragdo com o ICCVAM (Interagency Coordinating Committee on the Validation
of Alternative Methods), dos E.U.A., e com o JaCVAM (Japanese Center for the Validation of Alternative Methods), do
Japdo.

Como o demonstrou o estudo de validacdo, este método ndo é recomendado para a identificacio de produtos
quimicos aos quais deva ser atribuida a classificagdo de irritantes ligeiros ou moderados nem de produtos quimicos
que ndo tenham de ser classificados em termos de irritacio ocular (substincias e misturas) — ou seja, produtos
quimicos das categorias 2A[2B ou «nenhuma categoria» do sistema GHS da ONU, da categoria 2 ou de nenhuma
categoria do Regulamento CRE da UE ou das categorias II/IlI/IV da Agéncia de Prote¢io do Ambiente dos E.U.A. (3)

).

O método de ensaio s6 é aplicavel a produtos quimicos (substancias e misturas) hidrossoltveis. Em geral, o método
de difusdo de fluoresceina permite prever com exatiddio o potencial de irritagio ocular severa dos produtos
quimicos hidrossolaveis efou cujo efeito toxico ndo seja afetado pela diluicdo (7). Para que, nas condi¢des experi-
mentais, possa ser considerado hidrossolivel, o produto quimico deve ser solivel, a concentragdes 2250 mg/ml
(uma dose acima do valor-limite de 100 mg/ml), em solucio HBSS (Hanks' Balanced Salt Solution) estéril com
clcio (1,0-1,8 mM) isenta de vermelho de fenol. Todavia, se o produto quimico em estudo for solivel
a concentragdo inferior a 100 mg/ml, mas jd induzir difusdo de fluoresceina de 20 % a essa concentragdo (ou seja,
DF,,< 100 mg/ml), pode ainda ser classificado na categoria 1 do sistema GHS ou na categoria I da EPA.

As limitagdes identificadas para este método de ensaio excluem do dominio de aplicabilidade 4cidos e bases fortes,
fixadores celulares e produtos quimicos muito voldteis. Estdo associados a estes produtos quimicos mecanismos que
o método de difusio de fluoresceina nio mede, designadamente forte coagulagdo, saponificagio ou reagdes
quimicas especificas. Os resultados obtidos para produtos quimicos corados e viscosos revelam outras limitagdes da
capacidade de previsio deste método (7). E dificil remover produtos quimicos de ambos os tipos da monocamada
apds o curto periodo de exposicdo, admitindo-se que a capacidade de previsio do método de ensaio possa melhorar
se o nimero de lavagens for maior. Por outro lado, os produtos quimicos sélidos suspensos em liquidos tém
tendéncia a precipitar, podendo ser dificil determinar a concentragio final & qual as células sdo expostas. Excluindo
da base de dados os produtos quimicos destas classes fisico-quimicas, aumenta substancialmente a exatidio do
método de difusdo de fluoresceina nos sistemas de classificacio UE, EPA e GHS (7).

Atendendo aos objetivos deste método de ensaio (apenas a identificagdo de corrosivos oculares e de irritantes
oculares severos), as taxas de falsos negativos (ver o ponto 13) ndo constituem aspeto critico, porque os produtos
quimicos que o ensaio considere negativos sdo seguidamente ensaiados por outros métodos in vitro adequadamente
validados ou, em derradeira opgdo, no coelho, conforme as exigéncias normativas, por recurso a uma estratégia de
ensaio sequencial baseada na ponderagdo da suficiéncia da prova (5) (ver também os pontos 3 e 4).

Outras limitacdes identificadas do método de ensaio de difusdo de fluoresceina relacionam-se com as taxas de falsos
negativos e de falsos positivos. Quando constituiu etapa inicial de uma abordagem descendente para a identificacdo
de substancias e misturas hidrossoltiveis com efeitos corrosivos ou irritantes severos a nivel ocular (categoria 1 do
sistema GHS da ONU, categoria 1 do Regulamento CRE da UE, categoria I da Agéncia de Prote¢io do Ambiente
dos E.U.A.), a taxa de falsos positivos do método de difusdo de fluoresceina variou entre 7 % (7/103, sistema GHS
da ONU e Regulamento CRE da UE) e 9 % (9/99, Agéncia de Protecio do Ambiente dos E.U.A.) e a taxa de falsos
negativos entre 54 % (15/28, Agéncia de Prote¢do do Ambiente dos E.U.A.) e 56 % (27/48, sistema GHS da ONU e
Regulamento CRE da UE), comparativamente aos resultados in vivo. O presente documento néo identifica os grupos
quimicos que geram resultados falsos positivos efou falsos negativos no método de ensaio de difusio de
fluoresceina.

A cultura de células MDCK tem algumas limita¢des técnicas proprias. As jungdes que bloqueiam a passagem do
corante fluoresceina de sédio através da monocamada perdem qualidade & medida que aumenta o nGimero de
repicagens da cultura celular. Ora, a formagdo incompleta das jungdes oclusivas faz aumentar a difusio de
fluoresceina nas amostras de controlo (sem o produto quimico em estudo). Importa, pois, definir a difusio méxima
admissivel nas ditas amostras de controlo (ver o ponto 38: difusdo de 0 %). Como em todos os ensaios in vitro, as
células podem sofrer transformagdes com o tempo, razdo pela qual é crucial indicar o nimero de repicagens corres-
pondente a cada ensaio.

O dominio de aplicabilidade atual poderd ser alargado em determinados casos, mas apenas depois de analisados
mais dados relativos a produtos quimicos estudados, de preferéncia resultantes de ensaios (3). Este método de ensaio
serd atualizado em funcio dos novos dados e informacdes que forem sendo examinados.
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Os laboratérios que comecem a utilizar este método de ensaio devem recorrer aos produtos quimicos para
demonstra¢do de competéncia técnica recomendados no apéndice 3. Antes de apresentarem dados obtidos pelo
método de difusdo de fluoresceina para efeitos de classificagdo normativa de perigosidade, os laboratérios podem
recorrer aos referidos produtos quimicos para comprovar a sua competéncia técnica na execugdo deste método.

PRINCIPIO DO ENSAIO

O método de difusdo de fluoresceina é um ensaio in vitro de citotoxicidade e de funcionamento celular, realizado
numa monocamada confluente de células epiteliais tubulares MDCK CB997 cultivadas em insertos semipermedveis,
as quais representam um modelo do estado ndo-proliferativo do epitélio da cérnea in vivo. A linhagem celular
MDCK estd bem estabelecida e forma jungdes oclusivas e desmossomas semelhantes aos encontrados no lado apical
do epitélio da conjuntiva e da cornea. In vivo, esses desmossomas e jungdes impedem a penetracio de solutos e de
matérias ex6genas no epitélio da cérnea. A perda de impermeabilidade transepitelial em consequéncia de lesdes dos
desmossomas e das juncdes oclusivas é um dos primeiros efeitos da irritagdo ocular induzida por produtos
quimicos.

Aplica-se o produto quimico em estudo a camada confluente de células cultivadas no lado apical do inserto. Em
geral, a exposi¢do prolonga-se por 1 minuto, para espelhar a velocidade de eliminacdo normal na exposicdo
humana. Uma das vantagens de um periodo de exposi¢cdo curto consiste em as substincias e misturas em fase
aquosa poderem ser ensaiadas tal e qual, se puderem ser facilmente eliminadas depois do periodo de exposigio. Este
procedimento permite uma comparagdo mais direta entre os resultados obtidos e os efeitos do produto quimico no
ser humano. Em seguida, elimina-se o produto quimico em estudo e adiciona-se corante fluoresceina de sédio, ndo
toxico e com elevada fluorescéncia, no lado apical da monocamada, mantendo-se o contacto durante 30 minutos.
Determinam-se as lesdes provocadas pelo produto quimico em estudo nas juncdes oclusivas, quantificando
a fluoresceina difundida através da camada celular num periodo especificado.

Determina-se a quantidade de fluoresceina de sédio que atravessa a monocamada e a membrana do inserto e
penetra num dado volume de solugdo presente no alvéolo para o qual o corante se difunde, medindo por espetro-
fluorometria a concentragdo de fluoresceina no alvéolo. Determina-se a quantidade de fluoresceina difundida relati-
vamente as leituras de intensidade de fluorescéncia correspondentes ao branco de controlo e a amostra de controlo
da difusdo maxima. Exprime-se a percentagem de difusdo e, portanto, a amplitude das lesdes causadas nas jungdes
oclusivas, em relagdo a estas duas amostras de controlo, para cada concentracdo do produto quimico ensaiada. Em
seguida, calcula-se o pardmetro DF,,, correspondente a concentragdo que provoca uma variagio de 20 % na difusdo
de fluoresceina relativamente ao valor determinado para a monocamada confluente nio exposta ao produto
quimico em estudo e os insertos sem células. Utiliza-se o valor DF,, (mg/ml) no modelo de previsdo para identificar
os produtos quimicos corrosivos e irritantes severos a nivel ocular (ver o ponto 35).

A capacidade de recuperacdo, igualmente avaliada no ensaio de irritacio ocular in vivo, constitui um aspeto
importante do perfil toxicoldgico do produto quimico. A andlise preliminar indica que os dados de capacidade de
recuperacdo (até 72 h apds a exposi¢do ao produto quimico em estudo) poderiam eventualmente melhorar
a capacidade de previsdo do Protocolo INVITTOX n.c 71. Porém, é necessdrio explorar melhor este assunto e dispor
de mais dados, de preferéncia provenientes de ensaios complementares (6). Este método de ensaio serd atualizado
em funcio dos novos dados e informacdes que se forem examinando.

PROTOCOLO DE ENSAIO

Prepara¢io da monocamada celular

Prepara-se uma monocamada de células MDCK CB997 utilizando células subconfluentes cultivadas em frascos de
cultivo em meio de Eagle modificado de Dulbecco (DMEM)/mistura nutritiva F12 (concentrado x 1 com L-
-glutamina, tampdo HEPES 15 mM, célcio (1,0 a 1,8 mM) e soro bovino fetal (FCS/FBS) a 10 % inativado pelo
calor). Para garantir a formacio e a integridade das jungdes oclusivas, é importante que os meios e solugdes
utilizados no ensaio de difusio de fluoresceina contenham cdlcio em concentragio compreendida entre 1,8 mM
(200 mgfl) e 1,0 mM (111 mg/l). Para garantir uma formacio regular e reprodutivel das juncdes oclusivas, é
necessdrio controlar o nimero de repicagens. De preferéncia, as células devem ter sido obtidas apds 3 a 30
repicagens a partir de células descongeladas, pois as células nesta gama de niimero de repicagens tém funciona-
lidades semelhantes, o que favorece a reprodutibilidade dos resultados dos ensaios.
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Antes de se proceder ao ensaio de difusdo de fluoresceina, destacam-se as células do frasco por tripsinizacdo,
centrifuga-se e inocula-se uma quantidade adequada de células nos insertos inseridos nas placas de 24 alvéolos (ver
o apéndice 1). Inoculam-se as células em insertos de 12 mm de didmetro dotados de uma membrana de ésteres
celulésicos mistos, com 80 a 150 pum de espessura e poros de 0,45 pum. No estudo de validagdo, utilizaram-se
insertos Millicell-HA de 12 mm. As propriedades do inserto e o tipo de membrana sdo importantes, pois podem
afetar o crescimento celular e a ligagio do produto quimico em estudo. Os produtos quimicos de certos tipos
podem ligar-se a membrana dos insertos MillicellHA, o que é suscetivel de influenciar a interpretacio dos
resultados. A fim de comprovar a equivaléncia de outros tipos de membranas eventualmente utilizados, utilizam-se
os produtos quimicos para demonstragdo de competéncia técnica recomendados no apéndice 3.

A ligagdo quimica a membrana do inserto é mais comum no caso dos compostos catiénicos, como o cloreto de
benzalcénio, que sdo atraidos para a membrana carregada (7). A ligagdo quimica a membrana do inserto pode
aumentar o periodo de exposicio ao produto quimico em estudo, com a consequente sobrestimagio do potencial
toxico deste, mas também pode reduzir a difusdo de fluoresceina através do inserto, dada a ligagdo do corante ao
composto quimico catiénico ligado & membrana do inserto, com a consequente subestimac¢do do potencial téxico
do produto quimico em estudo. Para avaliar estes fendmenos, pode expor-se unicamente a membrana a
concentragdo mdxima do produto quimico em estudo, adicionando em seguida o corante fluoresceina de sédio a
concentragdo normal, durante o periodo de exposicdo normal (sem células de controlo). Caso a fluoresceina de
sédio se ligue, a membrana do inserto apresentar-se-d amarelada depois da lavagem de eliminagdo do produto
quimico. Por conseguinte, é essencial conhecer as propriedades de ligacio do produto quimico em estudo para
interpretar corretamente o efeito deste nas células.

Ao iniciar-se a exposi¢do ao produto quimico em estudo, as células inoculadas nos insertos jd devem ter formado
uma monocamada confluente. Devem ser transferidas para cada inserto 1,6 x 10° células (400 pl de uma suspensio
celular de 4 x 10° células/ml). Nestas condi¢des, normalmente obtém-se uma monocamada confluente apds
96 horas de cultura. Antes da inoculagdo, é necessdrio examinar visualmente os insertos, para garantir que as lesdes
eventualmente detetadas no exame visual referido no ponto 30 sejam de facto devidas a manipulagdo dos insertos.

Conservam-se as culturas de células MDCK em incubadores a temperatura de 37¢1 °C, numa atmosfera
humidificada com 5 % = 1 % de CO,. As células devem estar isentas de contaminagdes por bactérias, virus,
micoplasmas ou fungos.

Aplicacdo dos produtos quimicos em estudo e de controlo

E necessdrio preparar uma solugio de reserva fresca do produto quimico em estudo para cada série de ensaios e
utilizé-la nos 30 minutos seguintes. Para evitar ligagdes as proteinas séricas, prepara-se cada produto quimico em
estudo numa solucdo HBSS isenta de vermelho de fenol, cuja concentragio de célcio se situe entre 1,0 mM e
1,8 mM. Antes do ensaio, é necessirio avaliar a solubilidade do produto quimico em estudo em HBSS, a
concentragdo de 250 mg/ml. Se o produto quimico em estudo se mantiver em suspensio ou emulsdo estavel a esta
concentragdo (isto é, mantém-se uma tnica fase uniforme, sem decantacio nem separagio de fases) durante
30 minutos, pode utilizar-se 0 HBSS como solvente. Caso se verifique que o produto quimico em estudo ¢ insoltvel
em HBSS a esta concentragdo, serd de ponderar o recurso a métodos de ensaio diversos do método de difusdo de
fluoresceina. Nos casos em que se verifique a insolubilidade do produto quimico em HBSS, deve ser-se prudente na
utilizacdo de derivados do petréleo leves como solvente, pois os dados disponiveis sdo insuficientes para se tirarem
conclusdes sobre o funcionamento do ensaio de difusio de fluoresceina nessas condicdes.

Preparam-se as seguintes concentracdes (massajvolume) de cada produto quimico em estudo, em solugio HBSS
proveniente da solu¢do de reserva (isenta de vermelho de fenol e com concentragio de cilcio compreendida entre
1,0 mM e 1,8 mM): 1, 25, 100, 250 mg/ml e uma solucio ndo-diluida ou saturada. Quando o estudo incide num
produto quimico sdlido, deve incluir-se uma concentragio muito elevada (750 mg/ml). Esta concentragio do
produto quimico em estudo pode ter de ser aplicada as células por meio de uma pipeta volumétrica. Caso surjam
efeitos toxicos entre 25 mg/ml e 100 mg/ml, serd necessdrio ensaiar duas vezes as seguintes concentragdes
adicionais: 1, 25, 50, 75 e 100 mg/ml. Cumpridos os critérios de aceitagdo, determina-se o valor de DF,, a partir
destas concentragdes.
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Aplica-se o produto quimico em estudo as monocamadas celulares confluentes depois de se retirar o meio de
cultura das células e de lavar duas vezes com HBSS tépido (37 °C) esterilizado (isento de vermelho de fenol e com
concentragdo de cdlcio compreendida entre 1,0 mM e 1,8 mM). Antes disso, verifica-se visualmente se os filtros tém
alguma lesdo que pudesse ser indevidamente atribuida a potenciais incompatibilidades com o produto quimico em
estudo. Devem ser utilizados em cada série de ensaios pelo menos trés replicados de cada concentragio do produto
quimico em estudo e de cada amostra de controlo. Apés 1 minuto de exposicdo a temperatura ambiente, remove-se
cuidadosamente o produto quimico em estudo por aspiracdo, lava-se a monocamada duas vezes com HBSS tépido
(37 °Q) esterilizado (isento de vermelho de fenol e com concentragio de cdlcio compreendida entre 1,0 mM e
1,8 mM) e mede-se imediatamente a difusdo de fluoresceina.

Devem ser incluidas em cada série de ensaios as necessdrias amostras de controlo negativas (CN) e positivas (CP)
correspondentes, para demonstrar que a integridade da monocamada (CN) e a sensibilidade das células (CP) se
situam no intervalo histérico de aceitabilidade definido. Sugere-se como amostra de controlo positiva o Brij 35
(n.o CAS 9002-92-0), a concentragdo de 100 mg/ml. Esta concentragdo deve gerar uma difusdo de fluoresceina
(lesio da camada celular) de 30 % (intervalo de aceitabilidade da difusio de fluoresceina: 20-40 %). Para amostra de
controlo negativa (branco sem o produto quimico em estudo, de controlo), sugere-se HBSS isento de vermelho de
fenol e com concentragdo de célcio compreendida entre 1,0 mM e 1,8 mM. Para permitir o cdlculo dos valores de
DF,,, deve incluir-se em cada ensaio uma amostra de controlo da difusdo maxima. Determina-se a difusio maxima
utilizando um inserto de controlo, sem células.

Determinacio da permeabilidade a fluoresceina

Imediatamente apdés a remocdo dos produtos quimicos em estudo e de controlo, adicionam-se aos insertos
(Millicell-HA, por exemplo) 400 pl de solugdo 0,1 mg/ml de fluoresceina de sédio (0,01 % (m/v) em HBSS isento de
vermelho de fenol e com concentragio de cdlcio compreendida entre 1,0 e 1,8 mM. Mantém-se as culturas a
temperatura ambiente durante 30 minutos. No final do periodo de incubagdo com fluoresceina, retiram-se cuidado-
samente os insertos de cada alvéolo. Examina-se atentamente cada filtro e registam-se todas as lesdes que possam
ter sido causadas por manipulagdes.

Removidos os insertos, determina-se quantitativamente, na solu¢do remanescente nos alvéolos, a fluoresceina que se
difundiu através da monocamada e do inserto. Efetuam-se as medigdes com um espetrofluorimetro aos
comprimentos de onda de excitagio e de emissio de 485 nm e 530 nm, respetivamente. E necessdrio regular
a sensibilidade do espetrofluorimetro de modo a obter a mixima diferenca numérica possivel entre a méxima
difusdo de fluoresceina (insertos sem células) e a difusdo de fluoresceina minima (insertos com exposi¢do da
monocamada confluente unicamente & amostra de controlo negativa). Devido as diferencas entre os espetrofluori-
metros utilizados, sugere-se a regulagio de uma sensibilidade que permita obter uma intensidade de fluorescéncia
superior a 4 000 para a amostra de controlo da difusdo méxima de fluoresceina. O valor méximo de difusio de
fluoresceina ndo deve exceder 9 999. A intensidade médxima de difusdo de fluoresceina deve estar compreendida na
gama de linearidade do espetrofluorimetro utilizado.

Interpretagio dos resultados e modelo de previsio

Em termos quantitativos, a difusdo de fluoresceina é proporcional as lesdes induzidas pelo produto quimico nas
jungdes oclusivas. Calcula-se a percentagem de difusio de fluoresceina correspondente a cada concentragio do
produto quimico em estudo a partir dos valores de difusdo do corante obtidos para o produto quimico em estudo,
em termos comparativos relativamente aos valores de difusdo de fluoresceina correspondentes a amostra de
controlo negativa (leitura correspondente a monocamada confluente de células exposta a amostra de controlo
negativa) e a uma amostra de controlo da difusdo maxima (leitura correspondente a difusdo de fluoresceina através
de um inserto desprovido de células).

Valor médio da intensidade de fluorescéncia correspondente a difusdo mdxima = x
Valor médio da intensidade de fluorescéncia correspondente a difusdo de 0 % =y

Obtém-se o valor médio correspondente a difusdo de 100 % subtraindo ao valor médio correspondente a difusdo
maéxima o valor médio correspondente a difusio de 0 %, ou seja:

X-y=1z
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Obtém-se a percentagem de difusdo correspondente a cada dose fixa subtraindo o valor médio correspondente
difusdo de 0 % ao valor médio (m) das leituras de intensidade de fluorescéncia correspondentes aos trés replicados
dividindo depois o resultado desta operagio pelo valor médio correspondente a difusdo de 100 %; ou seja: % DF
[(m-y) | z] x 100 %, em que:

I o o

m = valor médio das intensidades de fluorescéncia medidas para os trés replicados da concentragio em causa,

% DF

percentagem de fluoresceina difundida através da camada celular.

Para calcular a concentragdo do produto quimico que causa uma difusdo de fluoresceina de 20 % aplica-se
a seguinte equagio:

DF,, = [(A-B) [ (C-B)] x (Mc — M) + M,

em que:
D = percentagem de inibicdo,

A = percentagem de lesdes (difusdo de fluoresceina de 20 %),
B = percentagem de difusdo de fluoresceina inferior a A,

C = percentagem de difusdo de fluoresceina superior a A,
M. = concentragio (mg/ml) correspondente a C,

M; = concentragio (mg/ml) correspondente a B.

Indica-se a seguir o critério-limiar de DF,, utilizado para prever propriedades de corrosdo ocular ou de irritacdo
ocular severa de produtos quimicos:

DF,, (mg/ml) CR no sistema CHS da ONU | CR 1O Regulér]rzlento CRE da CR no S(]IEStSIRa) da EPA
<100 Categoria 1 Categoria 1 Categoria I

CR: classificagdo e rotulagem.

Recomenda-se o recurso ao método de difusdo de fluoresceina unicamente para identificar corrosivos oculares ou
irritantes oculares severos que sejam hidrossoliveis (categoria 1 do sistema GHS da ONU, categoria 1 do
Regulamento CRE da UE, categoria I da Agéncia de Protegdo do Ambiente dos E.U.A.) (ver os pontos 1 e 10).

Para que possa ser atribuida a um produto quimico (substincia ou mistura) hidrossoltvel (3) (6) (7) a classificacdo
de «indutor de lesdes oculares graves» (categoria 1 do sistema GHS da ONU e também do Regulamento CRE da UE)
ou de «corrosivo ocular ou irritante ocular severo» (categoria I da Agéncia de Protecio do Ambiente dos E.U.A.),
o produto quimico deve induzir DF,, a concentragdo igual ou inferior a 100 mg/ml.

Aceitagio dos resultados

O valor médio correspondente a méxima difusio de fluoresceina (x) deve ser superior a 4 000 (ver o ponto 31);
o valor médio correspondente a difusdo de fluoresceina de 0 % (y) deve ser igual ou inferior a 300; o valor médio
correspondente a difusdo de fluoresceina de 100 % (z) deve estar compreendido entre 3 700 e 6 000.

Considera-se o ensaio aceitdvel se a amostra de controlo positiva gerar na camada celular um nivel de lesdes
compreendido entre 20 % e 40 % (expresso em percentagem de difusdo de fluoresceina).

DADOS E RELATORIOS

Dados

Para cada série de ensaios, devem ser apresentados num quadro os dados respeitantes a cada alvéolo replicado (por
exemplo: valores de intensidade de fluorescéncia e percentagens de difusdo de fluoresceina correspondentes ao
produto quimico estudado, bem como a respetiva classificagio). Devem igualmente ser indicadas as
médias + desvio-padrio das medicdes correspondentes aos replicados conexos de cada série de ensaios.
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Relatério do ensaio
Elementos a constar do relatério do ensaio:
Produtos quimicos em estudo e de controlo

— Denominagio ou denominagdes quimicas, como a denominagio estrutural utilizada pelo Chemical Abstracts
Service (CAS), seguida de outras denominagdes, se existirem;

— Niimero de registo CAS do produto quimico, se conhecido;
— Grau de pureza e composi¢do da substancia ou mistura (em percentagem ponderal), se conhecidas;

— Propriedades fisico-quimicas (por exemplo: estado fisico, volatilidade, pH, estabilidade, hidrossolubilidade, classe
quimica) relevantes para a realizagdo do estudo;

— Tratamento prévio do produto quimico em estudo/de controlo, se for o caso (aquecimento ou moagem, por
exemplo);

— Condigdes de armazenagem.

Justificagdo do método e do protocolo de ensaio utilizados

— Nomeadamente consideracdes relativas ao dominio de aplicabilidade e as limitagdes do método de ensaio.
Condigdes de realizagdo do ensaio

— Descricdo do sistema celular utilizado, incluindo o certificado de autenticidade e o estado micoplasmatico da
linhagem celular;

— Pormenores sobre o protocolo de ensaio seguido;

— Concentragdo(des) do produto quimico em estudo utilizada(s);
— Tempo de exposi¢do ao produto quimico em estudo;

— Duragdo da incubag¢do com fluoresceina;

— Descri¢do de eventuais modificagdes do protocolo do ensaio;
— Descri¢do dos critérios de avaliagio utilizados;

— Referéncia a dados histéricos do modelo (por exemplo: amostras de controlo positivas e negativas e produtos
quimicos de referéncia, se for o caso);

— Informagdes sobre a competéncia técnica comprovada pelo laboratério.
Resultados

— Quadro dos dados respeitantes ao produto quimico em estudo e as amostras de controlo correspondentes
a cada série de ensaios e a cada replicado (incluindo cada resultado, os correspondentes valores médios e os
respetivos desvios-padrio);

— Classificacdo(des) atribuida(s), mencionando o modelo de previsdo efou os critérios de decisio utilizados;
— Descri¢do de outros efeitos eventualmente observados.
Discussdo dos resultados

— Deve incluir considera¢des relativas a eventuais resultados inconclusivos (ponto 35: DF,, > 100 mg/ml) e
ensaios complementares.
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Conclusdes
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Apéndice 1

DIAGRAMA DE CELULAS MDCK CULTIVADAS NA MEMBRANA DE UM INSERTO PARA O METODO
DE ENSAIO DE DIFUSAO DE FLUORESCEINA

Cultiva-se uma camada confluente de células MDCK numa membrana semipermedvel de um inserto. Introduzem-se
os insertos nos alvéolos de placas de 24 alvéolos.

Apical chamber media
Insert > (containing fluorescein)
v
Basal chamber media - - e ' j Microporous
B \/"D : 3 membrane
Cell monolayer ]

. Epithelial junctions remain
impermeable to fluorescein

Figura proveniente de: Wilkinson, PJ. (2006). Development of an in vitro model to investigate repeat ocular
exposure. Ph.D. Thesis, Universidade de Nottingham, Reino Unido.
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Apéndice 2

DEFINICOES

Exatiddo: Grau de acordo entre os resultados do método de ensaio e os valores de referéncia aceites. Constitui uma
medida da eficiéncia do método e um dos aspetos da «adequagdo». Este termo e o termo «concordancia» sdo muitas
vezes utilizados indistintamente para indicar a proporgdo de resultados corretos do método de ensaio.

Produto quimico: Substincia ou mistura.

Categoria I da EPA: Produtos quimicos com acdo corrosiva (destrui¢do irreversivel de tecido ocular) ou de afecio
ou irritagdo da cdérnea que se mantém durante mais de 21 dias (2).

Regulamento CRE da UE: (Regulamento (CE) n.° 1272/2008, relativo a Classificagdo, Rotulagem e Embalagem de
Substincias e Misturas): Aplica na Unido Europeia (UE) o sistema GHS da ONU de classificacio de produtos
quimicos (substincias e misturas).

Taxa de falsos negativos: Proporcio dos produtos quimicos positivos que o método de ensaio considera,
erradamente, negativos. E um dos indicadores da eficiéncia dos métodos de ensaio.

Taxa de falsos positivos: Proporcio dos produtos quimicos negativos que o método de ensaio considera,
erradamente, positivos. E um dos indicadores da eficiéncia dos métodos de ensaio.

DF,,: Pardmetro que pode ser estimado determinando a concentragdo a qual o produto quimico em estudo provoca
20 % de difusdo de fluoresceina através da camada celular.

Difusdo de fluoresceina: Quantidade de fluoresceina que atravessa a camada celular, medida por um método
espetrofluorométrico.

Sistema GHS (Sistema Mundial Harmonizado de Classificacio e Rotulagem de Produtos Quimicos, da
Organizacio das Nacdes Unidas — ONU): Sistema que propde a classificacio dos produtos quimicos
(substancias e misturas) em funcio de tipos e niveis normalizados de perigos fisicos, sanitdrios e ambientais e que
trata ainda dos elementos de comunicagio correspondentes, como pictogramas, palavras-sinal, adverténcias de
perigo, recomendagdes de prudéncia e fichas de dados de seguranga, de modo a transmitir informagdes sobre os
efeitos indesejaveis do produto em causa com vista a protegdo das pessoas (empregadores, trabalhadores, transpor-
tadores, consumidores, pessoal dos servicos de emergéncia etc.) e do ambiente.

Categoria 1 do sistema GHS: Lesdo do tecido ocular ou degradagio grave da visio em consequéncia da aplicagdo
do produto quimico em estudo na superficie anterior do olho, ndo totalmente reversivel nos 21 dias apds
a aplicacdo.

Perigo: Propriedade intrinseca de um agente, ou de uma situacdo, suscetivel de causar efeitos adversos num
organismo, sistema ou (sub)populagdo que seja exposto ao agente em causa.

Mistura: No contexto do sistema GHS da ONU, mistura ou solugdo constituida por duas ou mais substincias que
nela ndo reagem.

Amostra de controlo negativa: Replicado nio-tratado que contém todos os componentes do sistema de ensaio.
Esta amostra é ensaiada juntamente com as amostras tratadas com o produto quimico em estudo e as outras
amostras de controlo, para determinar se o solvente interage com o sistema de ensaio.

Nio-classificado: Produtos quimicos ndo classificados nas categorias 1, 2A ou 2B do sistema GHS da ONU, ndo
classificados nas categorias 1 ou 2 do Regulamento CRE da UE ou nio classificados nas categorias I, 1I ou III de
irritantes oculares da Agéncia de Protecdo do Ambiente dos E.U.A.

Corrosivo ocular: a) Produto quimico que provoca lesdes irreversiveis dos tecidos do olho; b) Produto quimico
classificado na categoria 1 do sistema GHS da ONU, na categoria 1 do Regulamento CRE da UE ou na categoria I
de irritantes oculares da Agéncia de Protecdo do Ambiente dos E.U.A.
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Irritante ocular: a) Produto quimico que, aplicado na superficie anterior do olho, provoca alteragdes reversiveis no
olho; b) Produto quimico classificado nas categorias 2A ou 2B do sistema GHS da ONU, na categoria 2 do
Regulamento CRE da UE ou nas categorias II ou IIl de irritantes oculares da Agéncia de Prote¢io do Ambiente dos
EUA.

Irritante ocular severo: a) Produto quimico que, aplicado na superficie anterior do olho, provoca lesdes dos
tecidos do olho ndo reversiveis nos 21 dias seguintes ou que provoca uma degrada¢do grave da visdo; b) Produto
quimico classificado na categoria 1 do sistema GHS da ONU, na categoria 1 do Regulamento CRE da UE ou na
categoria I de irritantes oculares da Agéncia de Prote¢do do Ambiente dos E.U.A.

Amostra de controlo positiva: Replicado que contém todos os componentes do sistema de ensaio e foi tratado
com um produto quimico que comprovadamente induz reagdo positiva. Para que possa determinar-se a variabilidade,
ao longo do tempo, da reagdo a esta amostra de controlo, a reagdo ndo deve ser extrema.

Produtos quimicos recomendados para demonstracio de competéncia técnica: Série de produtos quimicos da
lista de produtos quimicos de referéncia que os laboratdrios que iniciam a aplicagdo do método podem utilizar para
comprovar a sua competéncia técnica na execugdo do método de ensaio de referéncia validado.

Adequagio: Relacio do ensaio com o efeito em causa; pertinéncia e utilidade do ensaio para o fim em vista.
Traduz a medida em que o ensaio mede ou prevé corretamente o efeito bioldgico em causa. A adequacio
compreende a exatiddo (concordancia) do método de ensaio (8).

Fiabilidade: Medida em que, utilizando o mesmo protocolo, um método de ensaio pode ser continuadamente
reproduzido no mesmo laboratério e em laboratérios diferentes. A fiabilidade é avaliada com base nos valores
calculados das reprodutibilidades intralaboratorial e interlaboratorial, bem como da repetibilidade intralaboratorial.

Ensaio alternativo: Ensaio destinado a substituir um ensaio de rotina aceite para identificacdo de perigos efou
avaliagdo de riscos, que se concluiu proporcionar protegio equivalente, ou melhorar a protegio, da satide publica e
animal ou do ambiente, consoante o caso, comparativamente ao ensaio de rotina aceite, no que respeita a todos os
produtos quimicos e situagdes de ensaio possiveis.

Sensibilidade: Propor¢io dos produtos quimicos positivos/ativos que sdo corretamente classificados pelo ensaio.
Constitui uma medida da exatidio de um método de ensaio cujos resultados sejam estabelecidos em func¢io de
categorias e é um aspeto importante a ter em conta na avaliagio da adequagdo do método de ensaio (8).

Lesdes oculares graves: Lesio do tecido ocular ou degradacdo grave da visdo em consequéncia da aplicacdo do
produto quimico em estudo na superficie anterior do olho, ndo totalmente reversivel nos 21 dias apds a aplicagdo.

Amostra de controlo do solvente/excipiente: Amostra nio-tratada que contém todos os componentes do
sistema de ensaio, incluindo o solvente ou excipiente, e é ensaiada, juntamente com as amostras tratadas com
o produto quimico em estudo e as outras amostras de controlo, para estabelecer a linha de base de reacio para as
amostras tratadas com o produto quimico em estudo, dissolvido no mesmo solvente ou excipiente. Quando
ensaiada com uma amostra de controlo negativa correspondente, esta amostra também permite determinar se
o solvente ou excipiente interage com o sistema de ensaio.

Especificidade: Propor¢io dos produtos quimicos negativosfinativos que sdo corretamente classificados pelo
ensaio. Constitui uma medida da exatiddo de um método de ensaio cujos resultados sejam estabelecidos em funcio
de categorias e é um aspeto importante a ter em conta na avaliagio da adequagio do método de ensaio.

Substincia: Utiliza-se no contexto do sistema GHS da ONU para designar os elementos quimicos e os compostos
destes, no estado natural ou obtidos por qualquer processo de produgio, incluindo qualquer aditivo necessirio para
preservar a estabilidade do produto e qualquer impureza derivada do processo utilizado, mas excluindo solventes
que possam ser separados sem afetar a estabilidade da substancia nem lhe modificar a composicio.

Produto quimico em estudo: Qualquer substincia ou mistura  qual seja aplicado este método de ensaio.
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Estratégia de ensaio sequencial por etapas: Estratégia sequencial de ensaio em que, seguindo uma ordem
estabelecida, se avalia toda a informacdo disponivel sobre o produto quimico em estudo, por um processo baseado
na ponderacdo da suficiéncia da prova em cada etapa, com o objetivo de determinar se hd informacio suficiente
para uma decisio de classificagdo de perigosidade antes de passar a etapa seguinte. Se a informagdo existente
possibilitar a atribui¢do de um potencial de irritagio ao produto quimico em estudo, ndo serdo necessdrios mais
ensaios. Se a informagdo existente ndo possibilitar a atribuicio de um potencial de irritacio ao produto quimico em
estudo, procede-se a uma série de ensaios sequenciais em animais até ser possivel atribuir uma classificagio
inequivoca.

Método de ensaio validado: Método de ensaio relativamente ao qual foram concluidos estudos de validacdo com
vista a determinar a sua adequagio (incluida a exatiddo) e a sua fiabilidade para um determinado fim. Importa
referir que um método de ensaio validado pode ndo ser suficientemente exato e fidvel para se considerar aceitdvel
para o fim pretendido (8).

Ponderagio da suficiéncia da prova: Processo que consiste em ponderar os pontos fortes e os pontos fracos dos
vérios elementos de informagdo para tirar conclusdes fundamentadas sobre o potencial de perigosidade do produto
quimico.
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Apéndice 3

PRODUTOS QUIMICOS RECOMENDADOS PARA DEMQNSTRACAO DE CQMPETﬁNCIA TECNICA NO
METODO DE ENSAIO DE DIFUSAO DE FLUORESCEINA

Antes de este método de ensaio passar a ser utilizado por rotina, os laboratérios devem comprovar a sua
competéncia técnica identificando corretamente a classificagdo de corrosividade ocular dos oito produtos quimicos
recomendados no quadro 1. Estes produtos quimicos foram selecionados de modo a representarem a gama de
reagdes de corrosdo ou de irritagdo ocular local baseada nos resultados do ensaio ocular in vivo no coelho (TG 405,
método de ensaio B.5 (5)) — ou seja, as categorias 1, 2A, 2B ou nenhuma classificagio segundo o sistema GHS da
ONU. Porém, atendendo a utilizacio do ensaio de difusdo de fluoresceina que se encontra validada (unicamente
a identificacdo de corrosivos oculares e de irritantes oculares severos), apenas hd que demonstrar competéncia em
relagdo a dois resultados classificativos obtidos no ensaio (corrosivofirritante severo e ndo-corrosivo/ndo-irritante
severo). Outros critérios de selegdo foram a disponibilidade do produto quimico no comércio, a existéncia de dados
de referéncia in vivo de alta qualidade e a existéncia de dados de alta qualidade pelo método de difusio de
fluoresceina. Foi nesta base que se selecionaram os produtos quimicos a recomendar para a demonstracio de
competéncia técnica do Fluorescein Leakage Assay Background Review Document as an Alternative Method for Eye
Irritation Testing (8), documento utilizado na validagdo retrospetiva do método de ensaio de difusdo de fluoresceina.

Quadro 1

Produtos quimicos recomendados para demonstragio de competéncia técnica no método de ensaio de
difusio de fluoresceina.

Produto quimico N dCe ngism Classe quimica (') Fase Classvii%ga(g;i oin Classificagdo in vitro (?)
Cloreto de ben- 8001-54-5 | Sal de aménio Liquida | Categoria 1 Corrosivo/irritante severo
zalconio (5 %) quaterndrio
Cloridrato de 58-33-3 | Amina/amidina, Solida | Categoria 1 Corrosivo/irritante severo
prometazina composto hete-

rociclico, com-

posto organos-

sulfurado
Hidréxido de s6- | 1310-73-2 | Composto alca- Liquida | Categoria 1 Corrosivo/irritante severo
dio (10 %) lino
Laurilsulfato de 151-21-3 | Acido carboxi- Liquida | Categoria 1 Corrosivo/irritante severo
sodio (15 %) lico (sal)
4-Carboxibenzal- 619-66-9 | Acido carboxi- Sélida Categoria 2(A) | Ndo-corrosivo/ndo-irritante
deido lico, aldeido severo
Nitrato de amo- 6484-52-2 | Sal inorganico Solida | Categoria 2(A) | Ndo-corrosivo/ndo-irritante
nio severo
2-Metilacetoace- 609-14-3 | Cetona, éster Liquida | Categoria 2(B) Nao-corrosivo/ndo-irritante
tato de etilo severo
Glicerol 56-81-5 | Alcool Liquida | Nenhuma cate- | Ndo-corrosivo/ndo-irritante

goria severo

Abreviaturas: N.o de registo CAS = Nimero de registo do Chemical Abstracts Service.

(") Os produtos quimicos foram classificados em classes quimicas segundo um sistema normalizado, com base nos Medical Sub-
ject Headings («classificadores de temas médicos», MeSH) da Biblioteca Nacional de Medicina dos Estados Unidos da América
(http//www.nlm.nih.gov/mesh).

() Com base nos resultados do ensaio ocular in vivo no coelho (TG 405 da OCDE, método de ensaio B.5) e nos sistemas GHS da
ONU e do Regulamento CRE da UE.

(}) Com base nos resultados obtidos no método de difusdo de fluoresceina (protocolo INVITTOX n. 71 (6)).
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B.62 Ensaio dos cometas in vivo com células de mamiferos em meio alcalino

INTRODUCAO

O presente método de ensaio é equivalente ao Test Guideline 489 (2016) da OCDE. O ensaio dos cometas in vivo
com células de mamiferos em meio alcalino, por eletroforese em gel de células isoladas (a seguir designado
simplesmente por «ensaio dos cometas») serve para a detecio de quebras em cadeias do ADN de células ou niicleos
isolados de vdrios tecidos de animais, geralmente roedores, que tenham sido expostos a matérias potencialmente
genotoxicas. O ensaio dos cometas foi revisto e diversos grupos de peritos publicaram recomendacdes — (1) (2) (3)
(4) (5) (6) (7) (8) (9) (10). O presente método faz parte de uma série de métodos de ensaio sobre toxicologia
genética. Estd disponivel um documento da OCDE que fornece informacdes sucintas sobre ensaios de toxicologia
genética e resume as alteracdes recentemente efetuadas as orientagdes da OCDE nesse dominio (11).

O objetivo do ensaio dos cometas ¢ identificar produtos quimicos que provoquem danos no ADN. Em condi¢des
alcalinas (pH > 13), o ensaio dos cometas permite detetar quebras simples ou duplas, resultantes, por exemplo, de
interacdes diretas com o ADN, de sitios libeis em meio alcalino ou em consequéncia de quebras transientes de
cadeias de ADN resultantes da reparacdo de excisdes. Estas quebras de cadeia podem ser reparadas de forma a ndo
produzirem efeitos persistentes, podem ser fatais para a célula ou podem ser fixadas numa mutacio de que resulte
uma alteracdo vidvel permanente. Podem também conduzir a lesdes cromossémicas associadas a muitas doengas
humanas, nomeadamente o cancro.

No periodo 2006-2012, realizou-se um ensaio de validagio formal do ensaio dos cometas in vivo com roedores,
coordenado pelo centro japonés para a validagdo de métodos alternativos (JaCVAM), em cooperagio com o CEVMA
(Centro Europeu de Validagio de Métodos Alternativos), o ICCVAM (Interagency Coordinating Committee on the
Validation of Alternative Methods) e o NICEATM (Interagency Center for the Evaluation of Alternative Toxicological Methods)
(12). Este método de ensaio abrange a utilizacdo recomendada e as limitagdes do ensaio dos cometas e assenta no
protocolo final (12) utilizado no estudo de validagdo, bem como em outros dados relevantes, publicados ou nio
(neste tltimo caso, propriedade de laboratérios).

Os termos-chave sdo definidos no apéndice 1. De notar que podem ser utilizadas no ensaio muitas plataformas
diferentes (liminas de microscopio, gotas de gel, placas de 96 pogos, etc.). Por motivos de conveniéncia, utiliza-se
o termo «4mina» em todo o documento, embora abranja todas as outras plataformas.

CONSIDERACOES INICIAIS E LIMITACOES

O ensaio dos cometas é um método de determinagdo de quebras da cadeia do ADN em células eucariotas. As
células/nicleos isolados, incorporados em agarose, numa lamina, sdo lisados com detergente ¢ uma elevada
concentracio de sal. Esta etapa de lise digere as membranas das células e dos niicleos e permite a libertacio de
fragmentos de hélices de ADN geralmente chamados nucleoides e fragmentos de ADN. A eletroforese a pH elevado
produz estruturas semelhantes a cometas que, por recurso a corantes fluorescentes adequados, podem ser
observados por microscopia de fluorescéncia; Os fragmentos de ADN deslocam-se da «cabega» para a «cauda» em
fungdo das suas dimensdes. A intensidade da cauda do cometa em relacdo a intensidade total (cabega e cauda)
reflete a proporgdo da rutura do ADN (13) (14) (15).

O ensaio dos cometas in vivo em meio alcalino é especialmente importante para avaliar a genotoxicidade, na medida
em que as respostas dependem da absorcio, da distribui¢do, do metabolismo e da excre¢do in vivo, bem como dos
processos de reparacio do ADN. Estes podem variar, consoante as espécies, em fun¢io dos tecidos e dos tipos de
lesdes do ADN.

De forma a atender aos requisitos de bem-estar animal, nomeadamente a redu¢do do recurso a animais de acordo
com a regra dos trés R (em inglés Replacement, Reduction, Refinement — substituicdo, redugdo, refinamento), o ensaio
pode ser combinado com outros estudos toxicoldgicos, como estudos de toxicidade de dose repetida (10) (16) (17),
podendo também o pardmetro ser combinado com outros pardmetros de genotoxicidade, como o ensaio in vivo de
microntcleos em células de mamiferos (18) (19) (20). Na maioria dos casos, o ensaio dos cometas utiliza roedores,
embora tenha jd sido aplicado a outras espécies de mamiferos e ndo-mamiferos. A utilizagdo de espécies diferentes
dos roedores deve ser justificada cientifica e eticamente, caso a caso, recomendando-se vivamente que o ensaio dos
cometas seja efetuado com essas espécies apenas no contexto de outro estudo de toxicidade, e ndo de forma
autébnoma.
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A sele¢do da via de exposi¢do e dos tecidos a estudar deve basear-se em todos os dados disponiveis sobre os
produtos quimicos em estudo, como a via prevista de exposi¢do humana, o metabolismo e a distribuigio,
o potencial de efeitos no local de contacto, os alertas estruturais, outros dados de toxicidade ou de genotoxicidade e
o objetivo do estudo. Assim, se pertinente, o potencial genotéxico dos produtos quimicos em estudo pode ser
determinado nos tecidos que sdo alvo dos efeitos cancerigenos efou de outros efeitos toxicos. O ensaio é também
considerado 1til para a investigacdo suplementar da genotoxicidade detetada por um sistema in vitro. E conveniente
efetuar um ensaio dos cometas in vivo num tecido de interesse nos casos em que se possa razoavelmente esperar
que esse tecido sofrerd uma exposigio adequada.

O ensaio foi objeto de uma validacio mais extensiva com tecidos somdticos de ratos machos em estudos de
colaboracdo, nomeadamente os promovidos pelo JACVAM (12) e por Rothfuss et al, 2010 (10). O estudo de
validagdo internacional do JACVAM utilizou tecidos do figado e do estomago. A utilizagdo do figado deveu-se a este
ser o 6rgdo mais ativo no metabolismo dos produtos quimicos e também, frequentemente, um o6rgio-alvo de
carcinogenicidade. Quanto ao estdmago, é geralmente primeiro ponto de contacto dos produtos quimicos apds
exposicdo oral, embora outras dreas do trato gastrointestinal, como o duodeno e o jejuno, devam também ser
consideradas tecidos de contacto, eventualmente mais relevantes para os seres humanos do que o estdmago
glandular dos roedores. Deve ter-se o cuidado de assegurar que os tecidos em causa nio sdo expostos a concen-
tragdes excessivas do produto quimico em estudo (21). Em principio, a técnica é aplicdvel a todos os tecidos dos
quais se possam obter suspensdes analisaveis de células/niicleos isolados. Dados de propriedade industrial de varios
laboratérios demonstram a sua aplicagio com éxito a uma grande diversidade de tecidos, existindo muitas
publicagdes que demonstram a aplicabilidade da técnica a 6rgdos ou tecidos para além do figado e do estdomago,
como, p. ex., o jejuno (22), os rins (23) (24), a pele (25) (26), a bexiga urindria (27) (28), os pulmdes e as células de
lavagem broncoalveolar (importante para estudos de inalagio de produtos quimicos) (29) (30); também se
realizaram ensaios com varios 6rgdos (31) (32).

Embora possa haver interesse no estudo dos efeitos genotdxicos em células germinativas, deve notar-se que a norma
de ensaio dos cometas em meio alcalino descrita no presente método de ensaio ndo se considera adequada para
determinar quebras da cadeia do ADN de células germinativas maduras. Dado que uma andlise da bibliografia sobre
a utilizacdo do ensaio dos cometas para avaliar a genotoxicidade em células germinativas (33) revelou niveis de
fundo elevados e varidveis de danos no ADN, considera-se necessario efetuar alteragdes ao protocolo, além de
estudos de normalizacio e validacio mais aprofundados, para que o método de ensaio dos cometas possa abranger
células germinativas maduras (por exemplo, espermatozoides). Acresce que o regime de exposi¢io recomendado,
que o presente método de ensaio descreve, ndo € ideal, sendo necessarias exposi¢des e tempos de amostragem mais
longos para uma andlise significativa das quebras de cadeias de ADN em espermatozoides maduros. A bibliografia
(34) (35) descreve efeitos genotdxicos determinados pelo ensaio dos cometas em células testiculares, em diferentes
fases da diferenciacdo. De notar, contudo, que as génadas contém uma mistura de células somadticas e germinativas.
Por isso, a obtengdo de resultados positivos na generalidade dos tecidos provenientes das génadas (testiculos) ndo
reflete necessariamente a ocorréncia de danos nas células germinativas; indica, porém, que o(s) produto(s) quimico
(s) em estudo(s) e/ou os seus metabolitos atingiram esses tecidos.

As condigdes experimentais-padrdo do ensaio dos cometas ndo permitem detetar de forma fidvel a ocorréncia de
ligacdes cruzadas. Em determinadas condigBes experimentais modificadas, é possivel detetar ligacdes cruzadas ADN-
-ADN e ADN-proteina, bem como outras alteragdes, como bases oxidadas (23) (36) (37) (38) (39). Sdo, contudo,
necessarios trabalhos complementares para caracterizar de forma adequada as modifica¢des necessirias ao
protocolo. Assim, a detegdo de agentes de reticulagdo ndo constitui o objetivo principal do ensaio descrito. O ensaio
ndo é adequado, mesmo com alteracdes, para detetar aneugénios.

No estado atual dos conhecimentos, o ensaio dos cometas in vivo apresenta varias limitacdes adicionais (ver
apéndice 3). Prevé-se que o método de ensaio seja revisto no futuro e, se necessirio, adaptado em funcdo da
experiéncia adquirida.

Antes da aplicagio do método de ensaio a uma mistura para obter dados com fins regulamentares, importa
ponderar se — e, em caso afirmativo, por que motivo — o método pode proporcionar resultados adequados para
o efeito. Tais consideracdes sdo dispensaveis se houver um requisito regulamentar para o ensaio da mistura.
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PRINCIPIO DO METODO

Os animais sdo expostos ao produto quimico em estudo por uma via apropriada. Nos pontos 36-40 faz-se uma
descricio pormenorizada do doseamento e da recolha de amostras. No(s) tempo(s) de amostragem selecionadofs),
dissecam-se os tecidos de interesse e preparam-se as suspensdes de células/nicleos (se se considerar dtil, pode
efetuar-se perfusio in situ, p. ex., do figado), que se integram em dgar macio, de forma a imobilizd-las nas ldminas.
As células ou os niicleos sdo tratados com tampdo de lise, para remover a membrana celular efou nuclear, e
expostos a um dlcali forte (p. ex., a pH = 13), para permitir o desenrolamento e a libertagdo de lacetes e fragmentos
de ADN. O ADN nuclear presente no dgar é entdo sujeito a eletroforese. As moléculas de ADN normais nio
fragmentadas permanecem na posi¢do em que o ADN nuclear foi colocado no dgar, enquanto os fragmentos e
lacetes de ADN libertados migram para o 4nodo. Apds a eletroforese, 0 ADN ¢ visualizado por recurso a um
corante de fluorescéncia adequado. As preparagdes sdo analisadas por recurso a um microscopio e a sistemas de
andlise de imagens automdticos ou semiautomadticos. A quantidade de ADN que migrou durante a eletroforese e
a distdncia de migragio refletem a quantidade e a dimensdo dos fragmentos de ADN. O ensaio dos cometas permite
avaliar varios pardmetros. Recomenda-se utilizar a quantidade de ADN presente na «cauda» (percentagem de ADN
de «cauda» ou intensidade percentual da «cauda») para avaliar os danos sofridos pelo ADN (12) (40) (41) (42). Apds
a andlise de um niimero suficiente de nticleos, os dados sdo analisados por métodos adequados, para estabelecer os
resultados do ensaio.

De notar que se investigou a alteracdo de diversos aspetos da metodologia, nomeadamente a preparacio das
amostras, as condi¢des de eletroforese, os pardmetros da andlise visual (p. ex. intensidade da mancha e da
iluminacio do microscopio, utilizagdo de filtros no microscopio e de uma cidmara dinidmica) e as condigdes
ambientais (p. ex., a iluminagdo de fundo), podendo essa alteracio afetar a migracio do ADN (43) (44) (45) (46).

VERIFICACAO DA PROFICIENCIA DO LABORATORIO

Cada laboratério deve estabelecer a sua competéncia experimental no ensaio dos cometas, demonstrando a sua
capacidade para obter suspensdes de niicleos ou de células isoladas com qualidade suficiente, em relagio a cada
tecido-alvo de cada espécie utilizada. A qualidade das preparagdes serd avaliada, em primeiro lugar, pela
percentagem de ADN de «cauda» no caso dos animais expostos ao veiculo incluidos numa gama baixa de reproduti-
bilidade. Os dados disponiveis indicam que a percentagem média de ADN de «cauda» do grupo (com base na média
das medianas — ver ponto 57 para mais pormenores), no caso do figado de ratazana, ndo deve, de preferéncia,
exceder 6 %, nivel coerente com os valores constantes do ensaio de validagio JaCVAM (12) e de outros dados
publicados e dados de propriedade industrial. Ndo ha, de momento, dados suficientes para elaborar recomendagdes
sobre gamas melhores ou aceitdveis para outros tecidos — o que ndo impede a utilizagdo de outros tecidos, se tal se
justificar. O relatério do ensaio deve incluir uma andlise adequada do desempenho do ensaio dos cometas nesses
tecidos relativamente as descricdes da bibliografia jd publicada ou a dados de propriedade industrial. Em primeiro
lugar, é conveniente obter uma gama baixa de percentagem de ADN de «cauda» nos controlos para detetar um
efeito positivo. Em segundo lugar, cada laboratério deve ser capaz de reproduzir as respostas esperadas para os
mutagénios e pro-mutagénios diretos com diferentes modos de agdo, como sugerido no quadro 1 (ponto 29).

Se pertinente, as substancias positivas podem ser selecionadas, por exemplo, com base no ensaio de validacio
JaCVAM (12) ou em outros dados publicados (ver ponto 9), de forma devidamente justificada, demonstrando
a ocorréncia de respostas inequivocamente positivas nos tecidos de interesse. Deve também demonstrar-se
a capacidade para detetar efeitos fracos de mutagénios conhecidos, como EMS em doses baixas: por exemplo,
estabelecendo relacdes dose-resposta com ntimeros e espacamentos adequados para as doses. Os esfor¢os devem
comegar por se concentrar no estabelecimento da competéncia em relagio aos tecidos mais comummente
utilizados, como o figado de roedores, para os quais é possivel efetuar comparagdes com os dados existentes e os
resultados previstos (12). E possivel recolher, em simultineo, dados respeitantes a outros tecidos, como o estdbmago,
o duodeno, o jejuno, o sangue, etc. O laboratério tem de demonstrar proficiéncia em relagio a cada tecido de cada
espécie que tencione estudar, bem como a possibilidade de obter, nesse tecido, uma resposta positiva aceitdvel a um
agente mutagénico conhecido (por exemplo, EMS).

Devem recolher-se dados para o veiculo e o controlo negativo, por forma a demonstrar a reprodutibilidade dos
dados respeitantes as respostas negativas e a garantir que os aspetos técnicos do ensaio foram objeto de um
controlo adequado ou sugerir a necessidade de restabelecer gamas histdricas para os controlos (ver ponto 22).
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De notar que, embora na autépsia se possam colher varios tecidos para processamento por andlise pelo método dos
cometas, o laboratério deve ser competente na colheita de vdrios tecidos de um s6 animal, garantindo assim que
ndo € negligenciada nenhuma eventual lesio do ADN e que a andlise ndo é posta em causa. O periodo decorrido
entre a eutandsia e a remogdo dos tecidos para processamento pode ser critico (ver ponto 44).

O bem-estar dos animais deve ser tido em conta no presente ensaio de competéncia, pelo que o mesmo pode
recorrer a tecidos animais utilizados em outros ensaios para a aquisi¢do de competéncias nos seus diversos aspetos.
Além disso, pode ndo ser necessdrio um estudo completo durante as fases de estabelecimento de um novo método
de ensaio em laboratério, o que permitird utilizar um menor nimero de animais ou de concentragdes de ensaio
para estabelecer as competéncias necessdrias.

Dados histéricos de controlo

No decurso das investigagbes de competéncia, o laboratério deve construir uma base de dados histéricos com vista
a estabelecer gamas e distribuicdes de controlos positivos e negativos para tecidos e espécies relevantes.
A bibliografia (47) contém recomendacdes sobre o modo de obter e utilizar os dados histéricos (critérios de
inclusdo e exclusdo de dados em séries histéricas e critérios de aceitagdo para um determinado ensaio). Diferentes
tecidos e espécies, bem como diferentes veiculos e vias de administragdo, podem originar diferentes valores
percentuais de ADN de «cauda» nos controlos negativos. Importa, pois, estabelecer gamas de controlo negativo para
cada tecido e cada espécie. Os laboratérios devem utilizar métodos de controlo de qualidade, como graficos de
controlo (p. ex., graficos C ou graficos de barras (48)), para identificar a variabilidade dos seus dados e demonstrar
que, no laboratério em causa, a metodologia estd sob controlo A selecdo das substincias de controlo positivo
adequadas, das gamas de doses e das condi¢des experimentais (p. ex., condi¢des de eletroforese) pode também ter
de ser otimizada para a detegdo de efeitos fracos (ver ponto 17).

Quaisquer alteragdes do protocolo experimental devem ser ponderadas em fungdo da sua coeréncia com as bases de
dados histéricos de controlo do laboratério. As incoeréncias de monta devem conduzir a constituicio de uma nova
base de dados histéricos de controlo.

DESCRICAO DO METODO

Preparacdes

Escolha da espécie animal

Utilizam-se normalmente estirpes laboratoriais comuns de roedores adultos, jovens e sauddveis, com 6-10 semanas
de idade no inicio do ensaio, embora sejam aceitdveis animais ligeiramente mais velhos. A escolha das espécies de
roedores deve ter por base: i) espécies utilizadas em outros estudos de toxicidade (possibilidade de estabelecer uma
correlagdo entre os dados e de realizar estudos integrados); ii) espécies que desenvolveram tumores num estudo de
carcinogenicidade, quando se investiga o mecanismo da carcinogénese; ou iii) espécies com o metabolismo mais
préximo do humano, se conhecido. No presente ensaio, utilizam-se normalmente ratos. No entanto, podem utilizar-
-se outras espécies, caso tal se justifique dos pontos de vista cientifico e ético.

Condigdes de alojamento e de alimentagdo dos animais

No caso dos roedores, a temperatura ideal do biotério experimental é de 22 °C (* 3 °C). A humidade relativa ideal é
de 50-60 %, com um minimo de 30 % e um médximo de 70 %, exceto durante a lavagem do biotério. A iluminagio
deve ser artificial, com uma sequéncia de 12 horas de luz e 12 horas de escuridio. Na alimenta¢do, 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 pela alimentagdo, a escolha da dieta poderd ser condicionada pela necessidade de assegurar
a dosagem adequada. Os roedores devem ser mantidos em pequenos grupos (em geral, nio mais do que cinco) do
mesmo sexo, se ndo for previsivel um comportamento agressivo. Os animais s6 podem ser alojados individualmente
se tal se justificar do ponto de vista cientifico. Devem utilizar-se, sempre que possivel, pavimentos sélidos, dado que
os pavimentos reticulados podem causar ferimentos graves (49). Deve proporcionar-se um enriquecimento
ambiental adequado.
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Preparagiio dos animais

Distribuem-se aleatoriamente os animais pelos grupos de controlo e pelos grupos de exposicio. Os animais sio
identificados de forma inequivoca e aclimatados as condi¢des de laboratdrio durante pelo menos cinco dias antes de
se iniciar o ensaio. Deve utilizar-se o método menos invasivo que permita identificar os animais de forma
inequivoca. Os meios adequados incluem a colocacio de anilhas, marca¢des ou microchips e a identificacdo
biométrica. Os entalhes de orelhas e a amputagdo de falanges ndo se justificam cientificamente nestes ensaios. As
gaiolas devem ser dispostas de forma a minimizar possiveis efeitos derivados do seu posicionamento. No inicio do
estudo, a diferenca de peso entre os animais deve ser minima, ndo devendo exceder + 20 % do peso médio de cada
Sexo.

Preparagdo das doses

Os produtos quimicos em estudo no estado sélido devem ser dissolvidos ou suspensos em veiculos adequados ou
misturados na dieta ou na dgua potével, antes da dosagem dos animais. Os produtos quimicos em estudo no estado
liquido podem ser adicionados diretamente aos sistemas em estudo efou diluidos, antes da dosagem. Para
exposi¢des por inalagdo, os produtos quimicos em estudo podem ser administrados sob a forma de gds, vapor ou
aerossol sélido/liquido, dependendo das respetivas propriedades fisico-quimicas (50) (51).

Devem utilizar-se preparacdes frescas do produto quimico em estudo, a menos que os dados de estabilidade
demonstrem que o mesmo pode ser armazenado e determinem as condigdes de armazenagem adequadas.

Condicdes de ensaio

Veiculo

O veiculo ndo deve produzir efeitos téxicos nas doses utilizadas nem reagir com os produtos quimicos em estudo.
Caso se utilizem veiculos cujas propriedades ndo se encontrem totalmente elucidadas, devem fornecer-se dados que
justifiquem a sua compatibilidade em relagdo aos animais de ensaio, a via de administra¢gdio e ao parametro
pretendido. Sempre que possivel, recomenda-se a utilizagdo de um solvente/veiculo aquoso. De referir que alguns
veiculos (em especial os veiculos viscosos) podem provocar reagdo inflamatéria e aumentar os niveis de base de
quebras de cadeias de ADN no ponto de contacto, nomeadamente em caso de administragdes miiltiplas.

Grupos de controlo

Amostras de controlo positivas

Nesta fase, cada ensaio deve, normalmente, ser efetuado com um grupo constituido por, no minimo, 3 animais
analisdveis de um sexo ou (se se utilizarem ambos os sexos) de cada sexo (ver ponto 32), expostos a uma substancia
de controlo positivo. No futuro, poderd ser possivel demonstrar competéncia adequada para reduzir a necessidade
de controlos positivos. Se se utilizarem tempos de amostragem multiplos (p. ex., com um tnico protocolo de
administragdo), apenas é necessdrio incluir os controlos positivos num dos tempos de amostragem, devendo,
porém, assegurar-se uma concecdo equilibrada (ver ponto 48). Ndo é necessdrio administrar substincias de controlo
positivo em paralelo pela mesma via que o produto quimico em estudo, embora seja importante utilizar essa via na
determinagio de efeitos nos tecidos de contacto. Deve comprovar-se que as substincias de controlo positivo
induzem quebras de cadeias de ADN em todos os tecidos de interesse para a substancia quimica em estudo, sendo
o EMS suscetivel de ser o controlo positivo escolhido, dado produzir quebras de cadeias de ADN em todos os
tecidos jd estudados. As doses das substincias de controlo positivo devem ser escolhidas de modo a produzir efeitos
moderados para a avaliagdo critica do desempenho e da sensibilidade do ensaio, podendo basear-se em curvas dose-
-resposta estabelecidas pelo laboratério durante a demonstragio de competéncia. A percentagem de ADN de
«cauda» registada nos animais do controlo positivo realizado em paralelo deve ser coerente com a gama laboratorial
pré-estabelecida para cada tecido e cada tempo de amostragem, no respeitante a essa espécie (ver ponto 16).
O quadro 1 inclui exemplos de substdncias de controlo positivo e de alguns dos respetivos tecidos-alvo em
roedores. Podem utilizar-se substincias que ndo constem do quadro 1, caso tal se justifique cientificamente.
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Quadro 1

Exemplos de substincias de controlo positivo e de alguns dos respetivos tecidos-alvo

Substancias e n.© CAS RN

Metanossulfonato de etilo (CAS RN 62-50-0), para todos os tecidos

Etilnitrosureia (CAS RN 759-73-9), para o figado e o estdmago, o duodeno ou o jejuno

Metanossulfonato de metilo (CAS RN 66-27-3), para o figado, o estomago, o duodeno ou o jejuno, os pulmdes e as
células de lavagem broncoalveolar, os rins, a bexiga, os testiculos, o pulméo e a medula/o sangue

N-Metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina (CAS RN: 70-25-7) para o estdbmago, o duodeno ou o jejuno

1,2-Dimetil-hidrazina.2HCI (CAS RN 306-37-6), para o figado e o intestino

N-metil-N-nitrosoureia (CAS RN 684-93-5), para o sangue, a medula dssea, o figado, os rins, o estdmago, o jejuno
e o cérebro.

Controlos negativos

Em cada ensaio, para cada tempo de amostragem e tecido, deve utilizar-se um grupo de animais de controlo
negativo, tratados apenas com veiculo e, em todos os outros aspetos, tratados do mesmo modo que os grupos de
exposicdo. A percentagem de ADN de «cauda» registada nos animais do controlo negativo deve situar-se na gama
laboratorial de base pré-estabelecida para cada tecido e cada tempo de amostragem, no respeitante a essa espécie
(ver ponto 16). Na auséncia de dados de controlo histéricos ou publicados que demonstrem que o veiculo
escolhido, o niimero de administra¢des ou a via de administracio ndo induzem nenhum efeito prejudicial ou
genotoxico, devem realizar-se, antes do ensaio completo, estudos preliminares com vista a estabelecer a aceitabilidade
do controlo do veiculo.

PROCEDIMENTO DE ENSAIO

Niimero e sexo dos animais

Embora, no respeitante ao ensaio dos cometas, haja poucos dados sobre animais do sexo feminino que permitam
a comparagdo entre os sexos, em geral, outras respostas de genotoxicidade in vivo sio semelhantes entre machos e
fémeas, pelo que os estudos podem ser realizados, na sua maioria, com ambos os sexos. Dados reveladores de
diferencas significativas entre machos e fémeas (p. ex., diferengas de toxicidade sistémica, de metabolismo, de biodis-
ponibilidade, etc., designadamente em estudos exploratérios de gamas de dosagem) aconselham a utilizagio de
ambos os sexos. Neste caso, podera ser adequado um estudo com ambos os sexos: p. ex., no contexto de um estudo
de toxicidade de dose repetida. Pode justificar-se o recurso ao modelo fatorial, caso se utilizem animais de ambos os
sexos. O apéndice 2 apresenta pormenores sobre a andlise dos dados por recurso a este modelo.

A dimensio dos grupos no inicio do estudo, bem como durante o estabelecimento da competéncia, deve permitir
dispor de um minimo de 5 animais analisiveis do mesmo sexo por grupo ou, se forem utilizados ambos os sexos,
de um minimo de 5 animais analisaveis de cada sexo por grupo (menos no grupo de controlo positivo em paralelo
— ver ponto 29). Nos casos em que a exposicio humana aos produtos quimicos possa ser especifica para cada
sexo, como acontece com alguns produtos farmacéuticos, o ensaio deve ser executado com animais do sexo em
causa. A titulo de orientacdo, o niimero mdximo de animais necessirio num estudo realizado de acordo com os
pardmetros estabelecidos no ponto 33, com trés grupos de dosagem e, em paralelo, um grupo de controlo negativo
e um grupo de controlo positivo (cada um deles constituido por cinco animais do mesmo sexo), serd normalmente
de 25 a 35.



L 112/186 Jornal Oficial da Unido Europeia 28.4.2017

PROGRAMACAO DO ENSAIO

Os animais devem ser diariamente expostos ao produto quimico em estudo, por um periodo de 2 ou mais dias
(duas ou mais exposi¢des com intervalos aproximados de 24 horas), devendo a primeira amostra ser colhida 2
a6h(ouaT,) apds a tltima exposi¢do (12). Sdo aceitdveis amostras colhidas na sequéncia de regimes de adminis-
tracdo prolongada (p. ex., dose didria durante 28 dias). Foi demonstrada a possibilidade de combinar com éxito
o ensaio dos cometas com o ensaio dos microntcleos de eritrdcitos (10) (19). No entanto, deve conferir-se especial
atengdo a logistica envolvida na amostragem de tecidos para andlise pelo método dos cometas, bem como aos
requisitos de amostragem de tecidos para outros tipos de avaliagdes toxicologicas. A colheita 24 horas apds
a administragio da dltima dose, que é caracteristica de um estudo de toxicidade geral, ndo é adequada na maioria
dos casos (ver ponto 40 no respeitante ao tempo de amostragem). Deve justificar-se o recurso a outros calendarios
de tratamento e amostragem (ver apéndice 3). Poderia, por exemplo, efetuar-se uma exposi¢io Gnica com
amostragem multipla; contudo, os estudos com uma tnica administragio recorrem a mais animais, devido a
necessidade de utilizar tempos de amostragem multiplos, embora, por vezes, possam ser preferiveis, nomeadamente
se o produto quimico em estudo produzir toxicidade excessiva na sequéncia de administragdes repetidas.

Independentemente da forma como for realizado, o ensaio ¢ aceitdvel desde que o produto quimico em estudo
produza um resultado positivo ou, no caso de um ensaio negativo, que sejam apresentadas provas diretas ou
indiretas de os tecidos-alvo terem sido expostos ou serem afetados pela toxicidade, ou ainda se a dose-limite for
atingida (ver ponto 36).

Para facilitar a administragdo de grandes volumes, os produtos quimicos em estudo também podem ser adminis-
trados sob a forma de dose dividida (ou seja, duas exposi¢des no mesmo dia, separadas por ndo mais de 2 a 3
horas). Nestas condi¢des, o tempo de amostragem deve ser programado em funcdo da dltima administragdo (ver
ponto 40).

Doses

Se, por ndo estarem disponiveis dados de outros estudos relevantes que possam servir de orientagdo na escolha das
doses, for realizado previamente um estudo exploratério da gama de dosagens a administrar, este deve ter lugar no
mesmo laboratdrio, utilizando a mesma espécie, a mesma estirpe, 0 mesmo sexo e o mesmo regime de exposicao
previstos para o estudo principal, de acordo com as abordagens correntemente utilizadas para a realizagdo desses
estudos. O estudo deve ter por objetivo identificar a dose mdxima tolerdvel (DMT), definida como a dose que,
durante o periodo de ensaio, produz efeitos ligeiramente téxicos (por exemplo, sinais clinicos claros, como compor-
tamentos ou reagdes anormais, uma ligeira reducdo do peso corporal ou citotoxicidade nos tecidos-alvo), mas ndo
a morte ou sinais de dor, sofrimento ou stress que impliquem eutandsia. No caso da administracio de produtos
quimicos em estudo ndo tdxicos por um periodo de 14 ou mais dias, a dose méxima (dose-limite) é de 1 000 mg/
[kg de peso corporal/dia. Se o periodo de administragdo for inferior a 14 dias, a dose médxima (dose-limite) é de
2 000 mgfkg de peso corporal/dia. Estes limites podem variar para certos tipos de produtos quimicos em estudo
abrangidos por regulamentacdes especificas (p. ex., medicamentos para uso humano).

Os produtos quimicos que exibam saturacio das suas propriedades toxicocinéticas ou que induzam processos de
desintoxicacio passiveis de se traduzirem numa diminui¢io da exposi¢do apds administracio prolongada podem
constituir excegdo aos critérios de fixagdo das doses, devendo ser avaliados caso a caso.

Tanto na versio aguda como na versio subaguda do ensaio dos cometas, além da dose mdxima (MTD, dose
méxima possivel, exposi¢do mdxima ou dose-limite), deve selecionar-se, para cada tempo de amostragem, uma
sequéncia decrescente de, pelo menos, duas doses adicionais, espacadas de forma adequada (de preferéncia,
separadas por um fator inferior a 10), a fim de demonstrar eventuais relagdes dose-efeito. Contudo, as doses
utilizadas devem, de preferéncia, abarcar uma gama que va da toxicidade mdxima até uma toxicidade reduzida ou
nula. Caso se observe toxicidade no tecido-alvo a todas as doses ensaiadas, recomenda-se a realizacio de um estudo
complementar com doses ndo-téxicas (ver pontos 54-55). Os estudos destinados a investigar de modo mais preciso
a forma da curva dose-resposta podem exigir outras gamas de doses.
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Administragdo das doses

Na conce¢do de um ensaio, deve ter-se em mente a via prevista de exposi¢do humana. Por conseguinte, podem
escolher-se, com justificacdo, vias de exposi¢do como a alimentacdo, a dgua de beber, as vias subcutinea tdpica,
intravenosa e oral (por sonda géstrica), a inalagdo, a via intratraqueal ou os implantes. Em qualquer caso, a via
escolhida deve garantir a exposi¢do adequada do(s) tecido(s)-alvo. A injegdo intraperitoneal ndo é, em geral,
recomendada, uma vez que ndo se trata de uma via previsivel de exposi¢do humana, sé devendo ser utilizada com
justificacdo cientifica especifica (p. ex., no caso de determinadas substincias de controlo positivo, para fins de
investigacdo, ou de alguns medicamentos administrados por via intraperitoneal). O volume maximo de liquido que
pode ser administrado por gavagem ou injecio numa toma depende do tamanho do animal de ensaio, ndo devendo
exceder 1 ml/100 g de peso corporal, com excecdo das solucdes aquosas, que podem utilizar-se na propor¢do de
2 ml/100 g de peso corporal. A utilizagdo de volumes maiores (se permitida pela legislacio no dominio do bem-
-estar dos animais) deve ser justificada. Sempre que possivel, as diversas doses devem ser obtidas por ajustamento
da concentracdo da formulacio de dosagem, de modo a assegurar um volume constante em relagio ao peso
corporal em todas as dosagens.

Tempo de amostragem

O tempo de amostragem constitui uma varidvel crucial, uma vez que é determinado pelo periodo necessirio para
que os produtos quimicos em estudo atinjam a concentragio médxima no tecido-alvo e para que sejam induzidas
quebras de cadeias de ADN, antes de essas quebras serem removidas ou reparadas ou provocarem a morte da célula.
A persisténcia de algumas das lesdes que levem a quebra de cadeias de ADN detetadas pelo ensaio dos cometas
pode ser muito reduzida, pelo menos no que respeita a alguns produtos quimicos sujeitos a ensaio in vitro (52) (53).
Neste contexto, se se suspeitar da ocorréncia de tais lesdes do ADN, devem tomar-se medidas para atenuar as suas
consequéncias, assegurando uma amostragem suficientemente precoce dos tecidos, se possivel antes dos tempos por
defeito abaixo indicados. A otimiza¢do do(s) tempo(s) de amostragem pode depender do produto quimico ou de
uma via especifica, como a exposicio rdpida dos tecidos por administracio intravenosa ou por inalagio. Por
conseguinte, sempre que possivel, os tempos de amostragem devem ser determinados com base em dados cinéticos
(p. ex., o instante — T, — em que ¢ atingido o pico de concentragio — C,, — no plasma ou nos tecidos, ou
o estado estaciondrio, em caso de virias administragdes). Na auséncia de dados cinéticos, um compromisso
adequado para a medigio da genotoxicidade consiste em colher a amostra 2 a 6 horas apds a dltima exposi¢io, no
caso de duas ou mais exposi¢des, ou 2 a 6 € 16 a 26 horas ap6s uma tinica administragdo, tendo o cuidado de
autopsiar todos os animais decorrido o mesmo tempo apés a administragio da ultima (ou tnica) dose. Podem
também utilizar-se eventuais informagdes disponiveis sobre o surgimento de efeitos téxicos em érgdos-alvo, para
selecionar os tempos de amostragem adequados.

Exames

Os animais devem ser sujeitos a observacdes clinicas gerais pelo menos uma vez por dia, de preferéncia a(s) mesma
(s) hora(s) todos os dias e tendo em conta o periodo de pico de efeitos antecipados apds a administragdo da dose
(54); os resultados dessas observagdes devem ser registados. Pelo menos duas vezes por dia, todos os animais
devem ser observados para a dete¢do de sinais de morbilidade e mortalidade. Em estudos com duragdo mais longa,
todos os animais devem ser pesados pelo menos uma vez por semana, bem como no final do periodo de ensaio.
O consumo de alimentos deve ser medido em cada renovacdo dos mesmos e, pelo menos, uma vez por semana. Se
o produto quimico em estudo for administrado através da dgua de beber, o consumo desta deve ser medido em
cada mudanga de dgua e, pelo menos, uma vez por semana. Os animais que apresentem indicadores de toxicidade
excessiva ndo letal devem ser eutanasiados antes do termo do periodo de ensaio; os dados que lhes dizem respeito
ndo se utilizam, geralmente, na andlise pelo método dos cometas.

Colheita de tecidos

Uma vez que é possivel estudar a indugdo de quebra de cadeias de ADN («cometas») em praticamente qualquer
tecido, o fundamento para a sele¢do do(s) tecido(s) a colher deve ser claramente definido e basear-se no motivo para
a realizagdo do estudo, bem como em quaisquer dados de absorgio, distribui¢do, metabolismo, excregdo, genotoxi-
cidade, carcinogenicidade ou outros dados de toxicidade relativos aos produtos quimicos em estudo. Nos fatores
importantes a considerar devem incluir-se a via de administragdo [com base na(s) via(s) de exposicdo humana
provavel(is)], as previstas distribuicio e absor¢do no tecido, o papel do metabolismo e o possivel mecanismo de
agdo dos produtos quimicos em estudo. O figado tem sido o tecido mais frequentemente estudado e para o qual
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existem mais dados. Por conseguinte, na auséncia de informagdes retrospetivas e sem a identificagio de
determinados tecidos especificos de interesse, justifica-se a colheita de amostras de figado, dado constituir
a localizacdo principal do metabolismo xenobidtico e registar, com frequéncia, uma elevada exposicio quer
a substancia(s)-mde quer a metabolito(s). Em alguns casos, pode revelar-se mais curial a andlise de um local de
contacto direto (p. ex., no caso dos produtos quimicos administrados por via oral, o estomago glandular,
o duodeno ou o jejuno, ou, no caso dos produtos quimicos administrados por inalacdo, os pulmdes). Os tecidos
adicionais ou alternativos devem ser selecionados com base nos motivos especificos que levam a realizagdo do
ensaio; a sua utilizagdio pode ser ttil em caso de andlise de virios tecidos dos mesmos animais, desde que
o laboratério tenha demonstrado aptiddo com esses tecidos e competéncia na manipulagdo de vérios tecidos
mdltiplos em simultaneo.

Preparacio das amostras

Para os processos descritos nos pontos que se seguem (44-49), importa que todas as solugdes ou suspensdes
estaveis sejam utilizadas dentro do seu prazo de validade, sem o que devem ser preparadas de novo. Nos pontos
que se seguem, consideram-se também, como varidveis criticas, o tempo necessdrio para: i) eliminar cada tecido
apls a autépsia; ii) processar cada tecido para obter suspensdes de células/niicleos; iii) processar a suspensio e
preparar as laminas (ver defini¢des, apéndice 1); a duragdo aceitivel dos periodos em causa para cada uma destas
etapas deve ter sido determinada nas fases de estabelecimento do método e de demonstragdo de competéncia.

Os animais sio eutanasiados no momento oportuno apds a dltima exposi¢do ao produto quimico em estudo,
respeitando a legislagio em matéria de bem-estar dos animais e o principio dos 3R. Os tecidos selecionados sdo
removidos e dissecados, recolhendo-se uma porcio para o ensaio dos cometas; simultaneamente, uma sec¢io da
mesma parte do tecido é cortada e colocada numa solugio de formaldeido ou de um fixador adequado, para
eventual exame histopatoldgico (ver ponto 55) por métodos normalizados (12). O tecido para o ensaio dos cometas
¢ colocado num tampéo de picagem, lavado suficientemente com o mesmo tampéo a frio, para remover o sangue
residual, e armazenado em tampéo de picagem gelado até ao processamento. Pode também efetuar-se a perfusio in
situ, p. ex., no caso do figado ou dos rins.

Héd um grande niimero de métodos publicados para o isolamento de células/nicleos. Estes métodos incluem
a trituragdo de tecidos como o figado ou o rim, a raspagem de superficies de mucosas, no caso do trato gastroin-
testinal, a homogeneizagdo e a digestdo enzimadtica. O ensaio de validagdo JaCVAM estudou apenas células isoladas,
pelo que, no respeitante ao estabelecimento do método e a possibilidade de remeter para os dados do ensaio
JaCVAM para a demonstracdo de competéncia, sio preferiveis as células isoladas. Verificou-se, contudo, que ndo hd
diferencas essenciais no resultado do ensaio quer se utilizem células isoladas ou nicleos isolados (8). Diversos
métodos de isolamento de células ou niicleos (p. ex., homogeneizagdo, trituracdo, digestdo enzimatica, filtracdo com
crivo) fornecem resultados compardveis (55). Por conseguinte, podem utilizar-se células isoladas ou ntcleos
isolados. Os laboratérios devem avaliar exaustivamente e validar métodos especificos dos tecidos para o isolamento
de células/nticleos. Como referido no ponto 40, pode ser muito reduzida a persisténcia de algumas das lesdes que
levem a quebra de cadeias de ADN detetadas pelo ensaio dos cometas (52) (53). Assim, independentemente do
método utilizado para preparar as suspensdes de células ou nicleos, importa que os tecidos sejam processados
o mais rapidamente possivel depois de os animais serem eutanasiados e colocados em condi¢des que dificultem
a reparagio de lesdes (p. ex., mantendo o tecido a baixas temperaturas). As suspensdes de células devem ser
mantidas geladas até estarem prontas para utilizagdo, de modo a proporcionar uma variagio minima interamostras
e respostas de controlo positivas e negativas adequadas.

PREPARACAO DAS LAMINAS

As laminas devem ser preparadas o mais rapidamente possivel (idealmente no prazo de uma hora) apéds
a preparagio das células ou niicleos; a temperatura e o tempo decorrido entre a morte dos animais e a preparacio
das laminas devem ser objeto de um controlo rigoroso e de validagio em conformidade com as condi¢des do
laboratério. O volume da suspensdo de células adicionado a agarose de baixo ponto de fusio (normalmente 0,5-
-1,0 %) na preparagio das laminas ndo deve reduzir a percentagem de agarose para menos de 0,45 %. A densidade
celular 6tima serd determinada pelo sistema de anélise das imagens utilizado para a contagem dos «cometas»
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Lise

As condicdes de lise também sdo varidveis criticas e podem interferir com as quebras resultantes de determinados
tipos especificos de modificagdes do ADN (certas alquilagdes e adigbes as bases). Recomenda-se, pois, que, para
todas as laminas de cada ensaio, se mantenham as condigdes de lise a niveis tdo constantes quanto possivel. Uma
vez preparadas, as laminas devem ser imersas numa solugdo de lise refrigerada durante, pelo menos, uma hora (ou
de um dia para o outro) a cerca de 2-8 °C, com iluminagdo difusa (p. ex., luz amarela) ou ao abrigo da luz, de
modo a evitar a exposi¢do a luz branca, que pode conter componentes UV. Apés este periodo de incubagio, as
laminas sdo lavadas, para remover residuos de detergentes e sais, antes da etapa de desenrolamento com dlcali. Para
tal, pode utilizar-se dgua purificada, tampdo de neutralizacgdio ou tampdo de fosfatos. Pode também utilizar-se
tampdo de eletroforese, o que permite manter a cAmara de eletroforese em condigdes alcalinas.

Desenrolamento e eletroforese

As laminas devem ser dispostas de forma aleatéria na placa de uma unidade de eletroforese de imersdo, com uma
quantidade de solucdo suficiente para cobrir totalmente a superficie das 1dminas (a profundidade desta cobertura
deve ser constante nas vdrias séries experimentais). Com unidades de eletroforese de outro tipo (p. ex. com
refrigeracdo ativa, circulagio e tensdo elevada), uma maior profundidade da solucio de cobertura traduzir-se-d num
aumento da intensidade da corrente, a tensdo constante. Deve utilizar-se uma concegdo equilibrada para colocar as
laminas na tina de eletroforese, com vista a atenuar os efeitos de eventuais tendéncias ou efeitos de borda no
interior da tina; para minimizar a variabilidade entre lotes, ou seja, entre séries experimentais, deve utilizar-se
o mesmo nimero de ldminas de cada animal no estudo e incluir-se amostras dos diversos grupos de doseamento e
dos controlos (negativos e positivos). As laminas devem ser mantidas durante, pelo menos, 20 minutos para
o desenrolamento do ADN e, em seguida, submetidas a eletroforese em condi¢des controladas que permitam
maximizar a sensibilidade e a gama dinidmica do ensaio (isto é, conduzir a niveis percentuais aceitdveis de ADN de
«cauda» nos controlos positivos e negativos, de forma a maximizar a sensibilidade). O nivel de migracio de ADN
apresenta uma relagdo linear com a duragdo da eletroforese, bem como com o potencial (V/cm). Com base nos
dados do ensaio JaCVAM, o valor deste tltimo poderd ser de 0,7 V/cm durante, pelo menos, 20 minutos. A duracio
da eletroforese é considerada uma varidvel critica, devendo a sua duragio ser fixada, para otimizar a gama dindmica.
Os periodos de eletroforese mais longos (p. ex., 30 a 40 minutos, para maximizar a sensibilidade) produzem, em
geral, respostas mais positivas com mutagénios conhecidos. No entanto, podem também conduzir a uma migragio
excessiva nas amostras de controlo. Em cada ensaio, a tensio deve ser mantida constante e a variabilidade dos
outros pardmetros deve situar-se numa gama estreita e especifica (p. ex., no ensaio JaCVAM, 0,7 V/cm produzem
uma corrente inicial de 300 mA). A profundidade do tampido deve ser ajustada para se obterem as condigdes
necessarias, a manter durante todo o ensaio. Deve registar-se a intensidade da corrente no inicio e no final da
eletroforese. Importa, pois, determinar as condigdes ideais para cada tecido no contexto da primeira demonstracio
de competéncia no laboratério em causa. A temperatura da solugdo de eletroforese durante o desenrolamento e
a eletroforese deve ser mantida a niveis baixos, geralmente da ordem de 2-10 °C (10). Deve registar-se
a temperatura da solugdo de eletroforese no inicio do desenrolamento, no inicio da eletroforese e no final desta.

Ap6s a conclusio da eletroforese, as laminas devem ser imersas ou enxaguadas no tampéo de neutralizagdo durante,
pelo menos, 5 minutos. Os géis podem ser coloridos e examinados a curto prazo (p. ex., 1-2 dias) ou desidratados
para avaliacdo posterior (p. ex., 1-2 semanas apds a coloragdo) (56). No entanto, as condi¢des devem ser validadas
durante a demonstra¢do de competéncia, devendo os dados histéricos ser obtidos e conservados separadamente
para cada uma dessas condi¢des. No tltimo caso, as laminas devem ser desidratadas por imersio em etanol
absoluto durante, pelo menos, 5 minutos, secadas ao ar e, em seguida, armazenadas a temperatura ambiente ou
num recipiente no frigorifico, até ao exame.

Métodos de medicio

Os «cometas» devem ser avaliados quantitativamente por recurso a um sistema automdtico ou semiautomadtico de
andlise de imagens. As ldminas sio coradas com um corante fluorescente adequado, como SYBR Gold, Green I,
iodeto de propidio ou brometo de etidio, e observadas com uma ampliagio adequada (p. ex., 200x) num
microscopio equipado para epifluorescéncia e com detetores adequados, ou uma cdmara digital (p. ex., CDD).
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As células podem ser classificadas em trés categorias — como descrito no atlas de imagens (57) — a saber:
mensurdvel, ndo mensuravel e «ouri¢o» (ver ponto 56 para mais pormenores). A fim de evitar perturbagdes, apenas
as células mensurdveis (cabeca e cauda claramente definidas, sem qualquer interferéncia com as células vizinhas)
devem ser analisadas para a determinagdo da percentagem de ADN de «cauda» Ndo é necessario referir a frequéncia
de células ndo mensurdveis. Dada a auséncia de uma «cabega» bem definida significar que as células «ourigos» ndo
sdo facilmente detetadas por andlise das imagens, a frequéncia dessas células deve ser determinada com base no
exame visual de, pelo menos, 150 células por amostra (ver ponto 56 para mais pormenores) e documentada separa-
damente.

Todas as laminas para andlise, incluindo as dos controlos positivos e negativos, devem ser codificadas independen-
temente e avaliadas de forma «cega» para que o operador ndo conheca o tipo de tratamento efetuado. Para cada
amostra (por tecido e por animal), devem analisar-se, pelo menos, 150 células (excluindo os «ourigos» — ver ponto
56). O exame de 150 células por animal com, pelo menos, 5 animais por dose (exceto no controlo positivo em
paralelo — ver ponto 29) proporciona uma representatividade estatistica adequada, de acordo com a andlise
realizada por Smith et al em 2008 (5). Caso se recorra a laminas, poderdo examinar-se 2 ou 3 laminas por amostra,
se se utilizarem 5 animais por grupo. Devem examinar-se vdrias zonas da ldmina a uma densidade a qual ndo se
registe sobreposicdo das caudas. Deve evitar-se examinar a borda das laminas.

No ensaio dos cometas, as quebras de cadeias de ADN podem ser avaliadas com base em pardmetros independentes,
como a percentagem de ADN de «cauda» o seu comprimento e o momento. Podem efetuar-se as trés mediges se se
utilizar um software adequado de andlise de imagens. Recomenda-se, contudo, utilizar a percentagem de ADN de
«cauda» (também conhecida por percentagem de intensidade da «cauda») para a avaliagdo e a interpretacdo dos
resultados (12) (40) (41) (42); essa percentagem é determinada pela intensidade de fragmentos de ADN na «cauda»
expressa em percentagem da intensidade celular total (13).

Lesdo de tecidos e citotoxicidade

A obtengdo de resultados positivos no ensaio dos cometas pode ndo se dever exclusivamente a genotoxicidade;
a toxicidade no tecido-alvo poderd também resultar num aumento da migracdo do ADN (12) (41). Reciprocamente,
uma citotoxicidade baixa ou moderada é muitas vezes associada a genotoxinas conhecidas (12), demonstrando
a impossibilidade de distinguir entre a migracdo de ADN induzida pela genotoxicidade e a migra¢do induzida pela
citotoxicidade, no contexto exclusivo de um ensaio dos cometas. Todavia, se se observar um aumento da migracio
de ADN, recomenda-se o exame de um ou mais indicadores de citotoxicidade, que poderd contribuir para
a interpretagdo dos resultados. O aumento da migragdo de ADN na presenga de indicios evidentes de citotoxicidade
deve ser interpretado com prudéncia.

Propuseram-se muitas medidas da citotoxicidade, entre as quais as alteracdes histopatoldgicas sio consideradas uma
medida relevante de toxicidade nos tecidos. Observa¢des como a inflamagio, a infiltracio de células ou as alteracdes
apoptoticas ou necrdticas foram associadas a aumentos na migragdo do ADN; no entanto, o ensaio de validacdo
JaCVAM demonstrou nio existir nenhuma lista definitiva de alteragdes histopatoldgicas sistematicamente associdvel
ao aumento da migracio de ADN (12). As alteragdes de pardmetros do dominio da quimica clinica (p. ex., AST,
ALT) podem também fornecer informagdes tteis sobre as lesdes de tecidos; podem ainda ser tidos em conta outros
indicadores, como a ativagdo da caspase, a coloragdo TUNEL, a coloragdo com Annexin V, etc. H4, porém, poucos
dados publicados sobre a utilizagio destes tltimos em estudos in vivo, alguns dos quais podem ser menos fidveis do
que outros.

Os «ouri¢os» (também chamados «nuvens» ou células-fantasma) sio células cuja imagem ao microscopio é
constituida por uma «cabega» pequena ou inexistente e «caudas» grandes e difusas, sendo consideradas células muito
danificadas, embora de etiologia incerta (ver apéndice 3). Devido a aparéncia destas células, as medicOes de
percentagens de ADN de «cauda» por andlise de imagens ndo sio fidveis, pelo que os «ouricos» devem ser avaliados
separadamente. A ocorréncia de «ourigos» deve ser registada e comunicada; deve investigar-se e interpretar-se com
cuidado qualquer aumento aprecidvel dessa ocorréncia que se possa atribuir ao produto quimico em estudo.
O conhecimento do modo de agdo potencial dos produtos quimicos em estudo pode ser 1til neste contexto.
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RESULTADOS E RELATORIO

Tratamento dos resultados

A unidade experimental é o animal, pelo que os dados respeitantes a cada um, juntamente com uma sintese dos
resultados, devem ser apresentados sob a forma de um quadro. Devido a natureza hierdrquica dos dados,
recomenda-se a determinagdo da mediana da percentagem de ADN de «cauda» para cada lamina e o cdlculo da
média dos valores das medianas para cada animal (12). Determina-se em seguida a média das médias respeitantes
a cada animal, para se obter uma média de grupo. Todos estes valores devem ser incluidos no relatério. Podem
utilizar-se abordagens alternativas (ver ponto 53) caso tal se justifique dos pontos de vista cientifico e estatistico.
A andlise estatistica pode ser feita por recurso a vérias abordagens (58) (59) (60) (61). Na selecio dos métodos
estatisticos a utilizar, deve ponderar-se, em conformidade com as referéncias bibliograficas supra, a necessidade de
transformacdo dos dados (p. ex., logaritmica ou por raiz quadrada) efou da adicdo de um pequeno nimero (p. ex.,
0,001) a todos os valores — mesmo superiores a zero — para mitigar os efeitos dos valores celulares nulos.
O apéndice 2 contém pormenores sobre a andlise do tratamento/das intera¢des entre os sexos quando se utilizam
animais de ambos os sexos, bem como sobre a andlise subsequente dos dados, quer se observem diferencas quer
ndo. Devem também comunicar-se os resultados da toxicidade em animais e dos sinais clinicos.

Critérios de aceitabilidade
A aceitacdo do ensaio baseia-se nos seguintes critérios:

a. um controlo negativo realizado em paralelo é considerado aceitdvel para inclusio na base de dados histéricos de
controlo negativo do laboratério, nos termos descritos no ponto 16.

b. as amostras de controlo positivo (ver ponto 29) devem induzir respostas compativeis com as incluidas na base
de dados histéricos de controlo positivo e produzir um aumento estatisticamente significativo relativamente ao
controlo negativo em paralelo.

c. analisaram-se nimeros adequados de células e doses (pontos 52 e 36-38).

d. os critérios de sele¢do da dose mais elevada sdo coerentes com os descritos no ponto 36.

Avaliagio e interpretacio dos resultados

Caso se cumpram todos os critérios de aceitabilidade, o produto quimico em estudo é considerado inequivocamente
positivo se:

a. pelo menos uma das doses de ensaio apresentar um aumento estatisticamente significativo em relagdo ao
controlo negativo,

b. o aumento, avaliado com base numa anélise de tendéncias adequada, é dependente da dose,

c. ha resultados fora da distribuicio dos dados histdricos do controlo negativo, para uma dada espécie, veiculo, via,
tecido ou néimero de administragdes.

Se se preencherem todos estes critérios, o produto quimico em estudo é considerado passivel de induzir quebras de
cadeias de ADN nos tecidos estudados no presente sistema de ensaio. Se s6 se cumprirem um ou dois destes
critérios, ver ponto 62.

Caso se cumpram todos os critérios de aceitabilidade, o produto quimico em estudo é considerado inequivocamente
negativo se:

a. nenhuma das concentragdes de ensaio apresentar um aumento estatisticamente significativo em relagdo ao
controlo negativo,

b. ndo se observar nenhum aumento dependente da dose, numa avaliacdo feita com base numa analise de
tendéncias adequada.

c. todos os resultados se situarem dentro da distribuicdo dos dados histéricos do controlo negativo, para uma dada
espécie, veiculo, via, tecido ou nimero de administra¢des.

d. houver indicios comprovados, diretos ou indiretos, de os tecidos-alvo terem sido expostos ou serem afetados
pela toxicidade.
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O produto quimico em estudo ndo é considerado passivel de induzir quebras de cadeias de ADN nos tecidos
estudados no presente sistema de ensaio.

Nio hd nenhuma exigéncia concreta para a verificacdo de uma resposta inequivocamente positiva ou negativa.

Se a resposta ndo for inequivocamente positiva nem negativa (isto ¢, se ndo se cumprirem todos os critérios
enumerados nos pontos 59 ou 60), e para estabelecer a importincia bioldgica de um resultado, os dados devem ser
avaliados por peritos efou no 4mbito de uma investigagdo complementar, caso tal se justifique do ponto de vista
cientifico. Neste contexto, pode ser til a contagem de células adicionais (se adequado) ou a realizagdo de uma nova
experiéncia, eventualmente com otimizacio das condigdes experimentais (p. ex., intervalo diferente entre as doses,
outras vias de administracdo, outros tempos de amostragem ou outros tecidos).

Em certos casos, raros, mesmo apés estudos complementares, os dados obtidos ndo permitirdo concluir por um
resultado positivo ou negativo, pelo que se considerard que o resultado é ambiguo.

Para avaliar o significado bioldgico de um resultado positivo ou ambiguo, sio necessdrias informagdes sobre a citoto-
xicidade no tecido-alvo (ver pontos 54-55). Se os resultados positivos ou ambiguos ocorrerem apenas em conjunto

N

com provas claras de citotoxicidade, concluir-se-d que o estudo é inconclusivo no respeitante a genotoxicidade,
exceto se existirem informacdes suficientes que apoiem uma conclusdo definitiva. Em caso de resultado negativo
num contexto de sinais de toxicidade em todas as doses ensaiadas, pode ser aconselhdvel realizar um estudo
complementar com doses ndo téxicas.

Relatério do ensaio

Elementos a incluir no relatério de ensaio:

Produto quimico em estudo:

— proveniéncia, nimero do lote, se disponiveis;

— estabilidade do produto quimico em estudo, data-limite de utilizacdo ou data de reandlise, se conhecidas.
Substancia monocomponente:

— aspeto fisico, solubilidade em dgua e outras propriedades fisico-quimicas relevantes;

— dados de identificagdo quimica, como as denominagdes IUPAC ou CAS, nimero CAS, cddigo SMILES ou InChl,
férmula estrutural, pureza, identidade quimica das impurezas, se justificado e exequivel, etc.

Substancia multicomponentes, UVCB e misturas:

— caracterizacdo, na medida do possivel, da identidade quimica (ver acima), da ocorréncia quantitativa e das
propriedades fisico-quimicas relevantes dos componentes.

Solvente/veiculo:

— justificagdo para a escolha do solvente/veiculo;

— solubilidade e estabilidade do produto quimico em estudo no solvente/veiculo, se conhecidas;

— preparacdo das formulacdes de doses;

— determinagdes analiticas com essas formulas (p. ex.: estabilidade, homogeneidade, concentragdes nominais).
Animais utilizados no ensaio:

— espéciefestirpe utilizada; justificagdes cientifica e ética da escolha;

— ntmero, idade e sexo;
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— proveniéncia, condi¢des de alojamento, dieta, etc.;

— peso de cada animal no inicio e no final do ensaio, incluindo o intervalo de pesos corporais, a média e
o desvio-padrido para cada grupo.

Condigdes de realizagdo do ensaio:

— controlos positivos e negativos (veiculo/solvente);

— resultados de um eventual estudo para defini¢do da gama de doses;

— fundamentacdo da escolha das doses;

— detalhes da preparagio do produto quimico em estudo;

— elementos relativos a administracio do produto quimico em estudo;

— justificagdo da via de administragdo escolhida;

— local de inje¢do (estudos com administracdo subcutinea ou intravenosa);

— métodos de preparagdo das amostras (se conhecidos) e andlises histopatoldgicas, sobretudo para os produtos
quimicos com resultado positivo no ensaio dos cometas;

— fundamento da sele¢io dos tecidos;

— métodos para verificar se o produto quimico em estudo atingiu o tecido-alvo ou a circulagdo geral, caso se
obtenham resultados negativos;

— dose real (mg/kg de peso corporal/dia), calculada a partir da concentragio do produto quimico em estudo nos
alimentos ou na dgua potdvel (ppm) e do consumo, se aplicével;

— pormenores relativos a qualidade dos alimentos e da dgua.

— descricdo detalhada da exposigdo e do programa de colheita de amostras e justificagdo das escolhas feitas (p. ex.,
eventuais dados toxicocinéticos);

— método de alivio da dor (analgesia);

— método de eutandsia;

— procedimentos para o isolamento e a preservacgio de tecidos;

— métodos de preparagio da suspensio de células/niicleos;

— proveniéncia e nimeros de lote de todos os reagentes (se possivel);
— métodos de avaliacio da citotoxicidade;

— condi¢des de eletroforese;

— técnicas de coloragio utilizadas;

— métodos de contagem e classificagdo dos «cometas»

Resultados:

— eventuais observacdes clinicas de carater geral, antes e ao longo do periodo de ensaio, para cada animal;
— provas de citotoxicidade, caso existam;

— para estudos de duracdo superior a uma semana: peso de cada animal durante o ensaio, incluindo a gama de
pesos corporais, a média e o desvio-padrio para cada grupo; consumo de alimentos;
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— relagdo dose-resposta, quando se possa determinar;

— para cada tecido ou cada animal, percentagem de ADN de «cauda» (ou outros parametros, se escolhidos); valores
medianos por lamina; valores médios por animal e por grupo;

— dados histéricos e simultaneos sobre o controlo negativo, com intervalos, médias/medianas e desvios-padrio,
para cada tecido estudado;

— dados relativos ao controlo positivo realizado em paralelo com o ensaio e dados histéricos sobre o controlo
positivo,

— para todos os tecidos exceto o figado, curva dose-resposta decorrente do controlo positivo. Para tal, utilizam-se
os dados recolhidos durante a demonstracio de competéncia (ver pontos 16-17), devendo justificar-se, com
apoio bibliografico, a adequacdo da intensidade e da dispersdo das respostas aos controlos efetuados com esse
tecido;

— andlise estatistica e respetivo método; critérios definidos para que o estudo seja considerado positivo, negativo
ou inconclusivo;

— frequéncia de «ouricos» em cada grupo e por animal.
Discussdo dos resultados
Conclusdes
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Apéndice 1

DEFINICOES

Eletroforese em gel de células isoladas, em meio alcalino: Técnica sensivel para a detecio de lesdes primdrias
do ADN em células individuais ou niicleos.

Produto quimico: Substincia ou mistura.

«Cometa»: Forma adquirida pelos nucleoides apds serem sujeitos a um campo electroforético; a designagio deve-se
a semelhanga com os cometas (a «cabeca» é o ntcleo e a «cauda» ¢ constituida pelo ADN que se deslocou para fora
do niticleo, por agdo do campo elétrico).

Varidvel critica/pardmetro critico: Protocolo varidvel em cujo contexto uma pequena alteracio pode ter grande
impacto na conclusdo do ensaio. As varidveis criticas podem ser especificas dos tecidos. Ndo devem ser alteradas,
em especial no contexto de um ensaio, sem ter em conta as eventuais consequéncias da alteracdo no resultado do
ensaio, expressas, p. ex., na amplitude e na variabilidade dos controlos positivos e negativos. O relatério de ensaio
deve incluir a lista de alteracdes das varidveis criticas efetuadas durante o ensaio ou em comparacdo com
o protocolo normalizado aplicado pelo laboratério, com uma justificacdo para cada alteragdo.

Intensidade da «cauda» ou percentagem de ADN de «cauda» Corresponde a intensidade da «cauda» em relagio
a intensidade do «cometa» total («cabeca» e «cauda»). Reflete a extensio da quebra de ADN, expressa em
percentagem.

Produto quimico em estudo: qualquer substancia ou mistura & qual seja aplicado o presente método de ensaio.

UVCB: Substancias de composi¢do desconhecida ou varidvel, produtos de reacdo complexos ou materiais
bioldgicos.
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Apéndice 2

MODELO FATORIAL PARA IDENTIFICAR DIFERENCAS ENTRE SEXOS NO ENSAIO DOS COMETAS IN
VIVO

Concecio multifatorial e sua andlise

Este modelo utiliza, no minimo, 5 machos e 5 fémeas para cada concentracdo, totalizando, no minimo, 40 animais
(20 machos e 20 fémeas, além dos controlos positivos pertinentes).

O modelo, que constitui uma das conce¢des multifatoriais mais simples, equivale a uma andlise de varidncia
bidirecional, em que o sexo e a concentra¢do sdo os principais efeitos. Os dados podem ser analisadas por vérios
pacotes normalizados de software estatistico, como SPSS, SAS, STATA e Genstat, bem como por recurso ao
parametro R.

A andlise discrimina, no conjunto de dados, a variabilidade entre os sexos, a variabilidade entre as concentracdes e
a variabilidade ligada a interagdo entre os sexos e as concentragdes. Cada um dos termos ¢ testado em funcio da
variabilidade entre os animais replicados nos grupos do mesmo sexo, para a mesma concentracio. Estdo disponiveis
em muitos manuais de estatistica (ver referéncias), bem como na funcdo «ajuda» dos pacotes estatisticos, dados
pormenorizados relativos a metodologia em causa.

A andlise consiste em confrontar o termo da interacdo sexo-concentracio no quadro ANOVA (}). Na auséncia de
um termo de interacdo significativo, os valores combinados entre os sexos ou as concentragdes proporcionam
provas estatisticas vélidas entre as concentragdes, com base nas que sdo agrupadas no termo de variabilidade dos
grupos ANOVA.

A andlise prossegue repartindo a estimativa da variabilidade entre as concentragdes por contrastes, o que
proporciona uma melhor abordagem dos contrastes lineares e quadraticos das respostas as concentragdes. Quando
existe uma interagdo significativa sexo-concentragio, este termo pode igualmente ser cindido no contraste de
interagdo linear em func¢do do sexo e no contraste de interagio quadratica em funcdo do sexo. Ambos os termos em
causa permitem determinar se as respostas as concentracdes sio paralelas para ambos os sexos ou se hd resposta
diferencial entre estes.

A estimativa do agrupamento no contexto da variabilidade do grupo pode ser utilizada como teste par-a-par da
diferenca entre as médias. As comparacdes podem ser feitas entre as médias para ambos os sexos e as médias para
a concentragdo diferente, bem como entre as concentracdes do controlo negativo. Caso haja uma interagdo signifi-
cativa, podem fazer-se comparacdes entre as médias de vérias concentragdes, com um sé sexo, ou entre as médias
dos sexos para a mesma concentrago.
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metodologia de ensaio. Apresenta-se a seguir uma lista ndo exaustiva. Algumas publica¢des ddo exemplos concretos
de abordagens comparaveis, incluindo, por vezes, o codigo para efetuar as andlises por recurso a varios pacotes de
software.
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Apéndice 3
LIMITAC()ES ATUAIS DO ENSAIO

No estado atual dos conhecimentos, o ensaio dos cometas in vivo apresenta varias limita¢des. Espera-se que, a
medida que se acumule experiéncia com a aplicacio do ensaio, estas limitacSes sejam reduzidas ou definidas com
maior precisdo, de modo a responder as questdes de seguranca num contexto regulamentar.

1. Alguns tipos de lesdes do ADN podem ser de curta duragdo, ou seja, as lesdes podem ser reparadas depressa de
mais para permanecerem detetdveis 24 horas ou mais ap6s a administracdo da dltima dose. Ndo hd nenhuma
lista dos tipos identificiveis de danos de curta duracdo, nem dos produtos quimicos suscetiveis de provocar esse
tipo de danos, nem se conhece o periodo durante o qual os danos em causa podem ser detetados. O tempo de
amostragem 6timo pode também depender do produto quimico ou da via de exposicdo, pelo que os tempos de
amostragem devem ser determinados a partir de dados cinéticos (p. ex., T, , no qual é atingido o pico de
concentragdo no plasma ou no tecido), sempre que esses dados estiverem disponiveis. Na sua maioria, os
estudos de validagdo que fundamentam o presente método de ensaio preconizam a realizagdo da autépsia 2 ou
3 horas ap6s a administragio da dltima dose. Na sua maioria, os estudos publicados referem a administragio da
Gltima dose entre 2 e 6 horas antes da eutandsia. Estes estudos constituiram a base para a recomendagio
(constante do método de ensaio) de que, na auséncia de dados que indiquem o contrdrio, a dltima dose deve ser
administrada num determinado momento entre 2 e 6 horas antes da autdpsia.

2. Nio hd dados de estudos identificdveis que analisem a sensibilidade do método de ensaio para detegdo de lesdes
de curta duragdo no ADN apés a administragdo de alimentos ou de dgua, em comparagio com a administragdo
por sonda esofdgica. Detetaram-se danos no ADN apés a administracdo de produtos quimicos nos alimentos e
na dgua, mas as ocorréncias comunicadas sdo relativamente poucas, em comparagido com os casos de adminis-
tragdo por sonda esofdgica e por via intraperitoneal. Portanto, a sensibilidade do ensaio pode ser reduzida no
caso de produtos quimicos administrados através dos alimentos ou da dgua que provoquem danos efémeros.

3. Nio foram realizados estudos interlaboratoriais com outros tecidos além do figado e do estdmago, pelo que ndo
se pode estabelecer nenhuma recomendagdo quanto ao modo de obter uma resposta sensivel e reprodutivel em
outros tecidos além do figado, nomeadamente no que respeita as gamas previstas de controlo positivo e
negativo. Relativamente ao figado, também nio foi possivel chegar a acordo sobre a fixacio de um limite
inferior para o valor de controlo negativo.

4. Embora vdrios artigos publicados demonstrem que o estudo da citotoxicidade in vitro pode levar a conclusdes
confusas, publicaram-se pouquissimos dados relativos a ensaios in vivo, pelo que ndo é possivel recomendar
nenhuma medida de citotoxicidade. As altera¢des histopatolégicas como a inflamagdo, a infiltragdo de células ou
as alteragdes apoptdticas ou necrdticas foram associadas a aumentos na migracdo do ADN; no entanto, o ensaio
de validagdo JaCVAM demonstrou (OCDE, 2014) que essas alteracdes nem sempre resultam em resultados
positivos no ensaio dos cometas, pelo que ndo existe nenhuma lista definitiva de alteragdes histopatoldgicas
sistematicamente associdvel ao aumento da migragio de ADN. Foi ja sugerida a possibilidade de considerar os
«ouri¢os» (também chamados «nuvens» ou células-fantasma) indicadores de citotoxicidade, embora a sua etiologia
seja incerta. H4 dados indicativos de que podem ser causados por citotoxicidade de origem quimica, por danos
mecanicos ou de natureza enzimdtica iniciados durante a preparagio da amostra (Guerard et al., 2014) efou por
um efeito de genotoxicidade mais intenso do produto quimico em estudo. Outros dados parecem mostrar que
sdo devidos a lesdes extensas, mas eventualmente repardveis, no ADN (Lorenzo et al., 2013).

5. Alguns tecidos e niicleos de células foram congelados com éxito para andlise posterior. Este processo produz, em
geral, um efeito mensuravel na resposta ao veiculo e no controlo positivo (Recio et al.,., 2010; Gerberick et al.
(2012). Gerberick et al. (2013). Se for utilizado, o laboratério deve demonstrar competéncia no dominio das
metodologias de congelamento e confirmar a obtengdo de gamas suficientemente baixas de percentagens de
ADN de «cauda» nos tecidos-alvo dos animais expostos ao veiculo, de forma a que continuem a ser detetdveis
respostas positivas. A literatura especializada descreve o congelamento de tecidos por recurso a diversos
métodos. Todavia, ndo existe ainda consenso quanto a melhor forma de congelar e descongelar tecidos, bem
como de avaliar se uma resposta potencialmente alterada pode afetar a sensibilidade do ensaio.

6. Alguns trabalhos recentes demonstram que a lista das varidveis criticas deverd continuar a reduzir-se e que os
parametros das varidveis criticas serdo definidos de forma mais precisa (Guerard et al., 2014).
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16) Na parte C, o capitulo C.13 € substituido pelo seguinte texto:

«C.13 Bioacumulacio em peixes: exposi¢io pelas vias aquosa e alimentar

INTRODUCAO

O presente método de ensaio é equivalente ao Test Guideline 305 (2012) da OCDE. O principal objetivo da presente
revisio do método de ensaio engloba duas vertentes. Em primeiro lugar, visa integrar um ensaio de bioacumulacio
por via alimentar (') adequado para determinar o potencial de bioacumula¢io das substancias muito pouco soldveis
na dgua. Em segundo lugar, visa criar um método de ensaio que, sempre que adequado, utilize um nimero mais
reduzido de peixes por razdes de protegdo dos animais e que seja mais eficaz em termos de custos.

Nos anos decorridos desde a ado¢io do método de ensaio consolidado C.13 (1), intimeras substancias foram objeto
de ensaios e os laboratérios, bem como as entidades reguladoras, adquiriram experiéncia significativa. Tal conduziu
a convicgdo de que a complexidade do ensaio pode ser reduzida caso sejam cumpridos critérios especificos (cf.
ponto 88) e de que é possivel uma abordagem escalonada. A experiéncia demonstrou igualmente que fatores
biolégicos como o crescimento e o teor de lipidos dos peixes podem afetar significativamente os resultados e pode
ser necessrio tomd-los em consideragio. Por outro lado, jd foi reconhecido que a realizagio de ensaios
a substincias muito pouco soltveis na dgua pode ser tecnicamente impossivel. Por outro lado, no que se refere as
substancias muito pouco soliveis na dgua, a exposi¢do através do meio aqudtico pode ser de importincia limitada
em relagdo a via alimentar. O que precede conduziu ao desenvolvimento de um método de ensaio no qual os peixes
sdo expostos por via alimentar (¢f. pontos 7-14 e 97 e seguintes). A validagdo (ensaio interlaboratorial) do ensaio de
exposicdo por via alimentar foi realizada em 2010 (51).

As principais alteragdes sdo as seguintes:

— A utiliza¢do de uma tnica concentragio de ensaio pode ser considerada suficiente, sempre que seja provavel que
o fator de bioconcentra¢io (BCF) ndo dependa da concentragio de ensaio.

— Ensaio de exposi¢do aquosa de concegdo minimizada no qual é possivel utilizar um nimero reduzido de pontos
de amostragem, caso se cumpram critérios especificos.

(") Verapéndice 1 para defini¢des e unidades
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— Deve medir-se o teor de lipidos dos peixes para que seja possivel expressar o BCF numa base de 5 % de teor de
lipidos.

— Maior énfase na estimativa do BCF cinético (sempre que possivel) a par da estimativa do BCF em estado
estaciondrio.

— No que diz respeito a determinados grupos de substincias, serd proposto um ensaio de exposi¢do por via
alimentar, nos casos em que tal se considere mais adequado do que um ensaio de exposi¢io aquosa.

— Os peixes devem ser pesados de modo a corrigir o BCF, em fungio da dilui¢do de crescimento.

Antes de se efetuar qualquer ensaio de bioacumulacio, deve dispor-se da seguinte informagdo sobre a substincia em
estudo:

(a) Sensibilidade da técnica analitica para a medigdo das concentragdes nos tecidos, na dgua ou nos alimentos tanto
da substincia em estudo como de possiveis metabolitos (cf. ponto 65).

(b) Solubilidade em dgua [método A.6; (2)]; deve ser determinada por um método adequado para o intervalo
(estimado) da solubilidade com vista a obter um valor fidvel. No respeitante as substincias hidréfobas, utiliza-se,
em geral, o método de elui¢io em coluna.

(c) Coeficiente de particio n-octanolfdgua Ky, (') [métodos A.8 (4), A.24 (5), A.23 (6)]; ou outras informacdes
adequadas sobre o comportamento de particio (por exemplo, adsor¢do/dessor¢io em lipidos, K,.); Estes
parametros devem ser determinados por um método adequado para o intervalo (estimado) do Ky, com vista
a obter um valor fidvel. No respeitante as substancias hidréfobas, este serd, em geral, o método de agitagdo lenta
[método A.23 (6)];

(d) Estabilidade da substancia em dgua (hidrélise [método C.7 (7)];

(e) Estabilidade da substincia nos alimentos (especificamente quando é selecionado um método de ensaio de
exposi¢do por via alimentar);

(f) Dados sobre fototransformacio relevantes para as condi¢des de irradiagio do ensaio (8);
(g) Tensdo superficial (no caso de substincias cujo log K, ndo possa ser determinado) [método A.5 (9)];
(h) Pressdo de vapor [método A.4 (10)];

(i) Quaisquer informacdes sobre degradacio bidtica ou abidtica em dgua, tais como — mas ndo exclusivamente —
a biodegradabilidade «facil» [métodos C.4 partes Il a VII (11), C.29 (12)], sempre que adequado;

() Informacdes sobre metabolitos: estrutura, log K, formacio e degradabilidade, sempre que adequado;

(k) Constante de dissociacdo (pK,) para substincias ionizdveis. Se necessdrio, o pH da dgua do ensaio deve ser
ajustado para garantir que a substincia se encontra na sua forma ndo ionizada no ensaio, caso tal seja
compativel com as espécies de peixes.

Independentemente do método de exposicdo ou do sistema de amostragem selecionado, o presente método de
ensaio descreve um procedimento para a caracterizagdo do potencial de bioacumulacio de substancias nos peixes.
Embora seja largamente preferivel o recurso a regimes dinimicos, podem também utilizar-se regimes semiestdticos,
na condi¢io de serem satisfeitos os critérios de validade (¢f. pontos 24 e 113). No caso da exposicdo por via
alimentar, o regime dindmico ndo ¢ necessdrio para manter as concentragdes da substancia em estudo na dgua, mas
ajudard a manter concentragdes adequadas de oxigénio dissolvido e contribuird para proporcionar dgua limpa e
eliminar influéncias, por exemplo, dos produtos de excrecio.

(") Por vezes referido como Py, é determinado por um método de agitagdo do recipiente no método A.8 (4), um método de HPLC no
método A.24 (5) e um método de agitacdo lenta no método A.23 (6). O método de colunas geradoras é ocasionalmente utilizado para
a determinacdo do log K, Encontra-se disponivel um niimero limitado de estudos que utilizam este método, sobretudo para dibenzo-
dioxinas e bifenilos clorados (por exemplo, Li e Doucette, 1993) (3). No que diz respeito as substancias ionizéveis, o log Ky, deve referir-
-se a forma ndo ionizada.
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Independentemente do método selecionado, o presente protocolo fornece informagdes suficientes para a realizacdo
do ensaio, permitindo todavia a adaptagio das condi¢des experimentais ao perfil dos laboratdrios e as caracteristicas
dos produtos quimicos em estudo. O ensaio de exposi¢io em meio aquoso é mais adequado as substincias
organicas estdveis com log K, compreendido entre 1,5 e 6,0 (13) podendo, no entanto, aplicar-se também
a substincias muito hidréfobas (log K, > 6,0), se for possivel demonstrar que a substancia se dissolve totalmente
na dgua, produzindo uma concentragio estavel. Se tal ndo for possivel, um estudo em meio aquoso ndo ¢é
adequado, sendo necessdrio um método por via alimentar para proceder ao ensaio da substincia em peixes —
embora a interpretagio e utilizagdo dos resultados do ensaio por via alimentar possam depender do quadro
regulamentar. A equagdo de Bintein et al. (14) permite obter uma estimativa preliminar do fator de bioconcentragio
(BCF, por vezes designado K;) de substincias orgdnicas com valores log K, até 9,0. A estimativa preliminar do
fator de bioconcentra¢io das referidas substincias muito hidréfobas pode ser superior ao fator de bioconcentragio
do estado estaciondrio (BCF) obtido por via experimental, especialmente quando ¢é utilizado um modelo linear
simples para a estimativa preliminar. Os pardmetros que caracterizam o potencial de bioacumulagio incluem
a constante de velocidade de fixagdo (k,) e constantes da velocidade de perda tais como a constante da velocidade de
depuracdo (k,), o fator de bioconcentragdo do estado estaciondrio (BCF), o fator de bioconcentra¢io cinético (BCFy)
e o fator de bioamplificagdo por via alimentar (BMF) ().

O recurso a substincias com marcagdo radioativa poderd facilitar a andlise de amostras de dgua, alimentos e de
peixes, bem como a determina¢io da necessidade de identificar e quantificar os metabolitos. Se os residuos
radioativos totais forem medidos isoladamente (por exemplo, por combustdo ou solubilizagio de tecidos), o BCF ou
BMF ¢ calculado com base no total da substancia de origem, quaisquer metabolitos fixados e também no carbono
assimilado. Portanto, os valores BCF ou BMF calculados com base nos residuos radioativos ndo sdo diretamente
comparéveis a um BCF ou BMF decorrente de andlise quimica especifica da substancia de origem. £ possivel utilizar
procedimentos de separacdo como TLC, HPLC ou GC (%) antes da andlise em estudos com marcagdo radioativa para
determinar o BCF ou BMF com base na substincia de origem. Sempre que se utilizem técnicas de separagdo, deve
proceder-se a identificacdo e quantificagdo da substancia de origem e dos metabolitos relevantes (*) (¢f. ponto 65)
caso o BCF ou BMF seja calculado com base na concentragio da substincia de origem nos peixes e ndo no total dos
residuos com marcagdo radioativa. £ também possivel combinar um estudo de metabolismo dos peixes ou de
distribui¢do in vivo com um estudo de bioacumulagio, mediante a andlise e identificagdo dos residuos em tecidos.
A possibilidade de realizar um estudo de metabolismo pode ser prevista por instrumentos adequados — por
exemplo, ferramenta QSAR da OCDE (15) e programas exclusivos desta ferramenta.

A decisdo de realizar um ensaio de exposigdo por via aquosa ou alimentar, bem como a configuracio deste, devem
basear-se nos fatores enumerados no ponto 3, tomados em consideracdo em conjunto com o quadro regulamentar
aplicavel. Por exemplo, no que se refere as substincias com log K, elevado que apresentam, todavia, uma
solubilidade consideravel em dgua no que diz respeito a sensibilidade das técnicas analiticas disponiveis, considerar-
-se-fa primeiramente um ensaio de exposi¢do aquosa. Contudo, ¢é possivel que as informagdes relativas a
solubilidade em dgua nio sejam definitivas no que se refere a estes tipos de substancias hidréfobas, pelo que se deve
ponderar a possibilidade de preparar concentragdes aquosas dissolvidas estdveis e quantificaveis (ndo sio permitidas
emulsdes estaveis) adequadas a um estudo de exposi¢do aquosa, antes da tomada de uma decisio sobre o método
de ensaio a utilizar (16). Ndo é possivel apresentar orientagdes normativas exatas sobre o método a utilizar com
base em critérios de exclusdo relativos a solubilidade em dgua e ao coeficiente de particio octanol-dgua, uma vez
que outros fatores (técnicas analiticas, degradagdo, adsorgdo, etc.) podem influenciar significativamente a aplicabi-
lidade do método pelos motivos apresentados supra. Porém, um log Ky, superior a 5 e uma solubilidade em dgua
inferior a ~ 0,01 — 0,1 mg/l identificam o conjunto de substincias cujo ensaio através de exposi¢do aquosa se
pode tornar cada vez mais dificil.

Devem tomar-se em conta outros fatores que podem influenciar a selecio do ensaio, como o potencial de adsorcio
da substincia nos recipientes e equipamentos de ensaio, a sua estabilidade em solugdo aquosa por oposicio a
estabilidade no alimento para peixes (17) (18), etc.

(") Verapéndice 1 para defini¢des e unidades

(¥) TLC: cromatografia em camada fina; HPLC: cromatografia em fase liquida a alta pressdo; GC: cromatografia gasosa

(*) Em alguns quadros regulamentares, a anélise dos metabolitos pode ser obrigatdria quando estiverem reunidas determinadas condigdes
(f- ponto 65).
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E possivel encontrar informacdes sobre estes aspetos praticos noutros estudos em meio aquoso ja realizados.
Encontram-se disponiveis na bibliografia informagdes adicionais sobre a avaliagio dos aspetos relativos ao
desempenho dos estudos de bioacumulagdo (por exemplo, (19)).

No que se refere as substancias cuja solubilidade ou manutengio da concentragio aquosa, bem como a andlise
destas concentragdes, ndo representem um obstdculo a aplicagio de um método de exposi¢do aquosa, o presente
método ¢é preferivel para determinar o potencial de bioconcentragio da substincia. De qualquer modo, deve
verificar-se se a concentracio ou concentracdes de exposi¢do por via aquosa a utilizar se encontram dentro dos
limites de solubilidade em 4gua dos meios de ensaio. E possivel utilizar diferentes métodos para manter
a estabilidade das concentracdes da substincia em estudo dissolvida, tais como solucdes de reserva ou sistemas de
dosagem passiva (por exemplo, método de eluicio em coluna), desde que se consiga demonstrar que é possivel
manter concentra¢des estdveis e os meios de ensaio ndo se desviem dos recomendados no ponto 27.

No que se refere as substincias muito hidréfobas (log K, > 5 e a uma solubilidade inferior a ~ 0,01-0,1 mg]l),
o ensaio através de exposi¢do aquosa pode tornar-se dificil. Os motivos para as limita¢des podem ser a impossibi-
lidade de manter a concentragdo aquosa a um nivel considerado suficientemente constante (por exemplo, devido a
adsorgdo/dessor¢do para o vidro dos recipientes de exposi¢do ou a fixagdo rdpida pelos peixes) ou ao facto de as
concentragdes aquosas a aplicar serem tdo reduzidas que se encontram no mesmo intervalo que o limite analitico
de quantificacdo, ou abaixo deste (!). Para estas substincias, recomenda-se o ensaio por via alimentar, desde que este
seja coerente com o quadro regulamentar aplicdvel e as necessidades de avaliagdo dos riscos.

No que se refere aos agentes tensioativos, deve analisar-se se o ensaio de bioconcentragdo aquosa é vidvel,
atendendo as propriedades da substincia; caso contrdrio, o estudo por via alimentar é provavelmente mais
adequado. Os agentes tensioativos sdo agentes que atuam na superficie, reduzindo a tensdo interfacial entre dois
liquidos. A sua natureza anfipdtica (ou seja, contém uma parte hidréfila e uma parte hidréfoba) faz com que se
acumulem em interfaces como a interface dgua-ar, a interface dgua-alimento e as paredes de vidro, o que dificulta
a determinacdo da sua concentra¢do aquosa.

O ensaio por via alimentar pode contornar alguns dos aspetos da exposi¢do no que se refere a misturas complexas
com componentes de limites distintos de solubilidade em dgua, na medida em que a exposi¢do comparavel a todos
os componentes da mistura é mais provavel do que no método aquoso (cf. (20)).

Importa salientar que o método por via alimentar produz um fator de bioamplificacio em vez de um fator de
bioconcentragdo (BCF) (3. Encontram-se disponiveis métodos para estimar um fator de bioconcentragdo cinético
(BCF,) a partir dos dados gerados no estudo por via alimentar (tal como discutido no apéndice 8, mas estes
métodos devem ser utilizados com precaugdo. Em geral, estes métodos pressupdem uma cinética de primeira ordem
e sdo aplicdveis apenas a determinados grupos de substancias. E pouco provavel que estes métodos sejam aplicdveis
a agentes tensioativos (ver ponto 12).

Deve utilizar-se um ensaio de exposi¢do aquosa de tipo minimizado, com menos pontos de amostragem, para
reduzir o nimero de animais efou recursos (¢f. ponto 83 e seguintes) apenas as substincias relativamente as quais
existem motivos para prever que a fixagdo e a depuragio seguirdo aproximadamente uma cinética de primeira
ordem (ou seja, em geral, substancias organicas ndo ionizadas -¢f. ponto 88).

(") Em geral, as concentragdes medidas na dgua durante a fase de fixagdo devem ser, pelo menos, de uma ordem de grandeza superior ao
limite de quantificagdo, de modo a que seja possivel medir mais do que uma semivida de carga corporal na fase de depuragdo do estudo.
(3) Verapéndice 1 para defini¢des e unidades
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C.13 — I Ensaio de bioconcentracio da exposi¢io aquosa em peixes

PRINCIPIO DO ENSAIO

O ensaio compreende duas fases: a fase de exposicdo (fixagio) e a fase de pds-exposicdo (depuracgio). Durante a fase
de fixacdo, um grupo de peixes de uma espécie é exposto a substincia em estudo numa ou mais concentragdes
selecionadas, em fun¢do das propriedades da substincia em estudo (cf. ponto 49). Seguidamente, os animais sdo
transferidos para um meio isento da referida substincia, onde decorre a fase de depuragdo. Esta dltima é sempre
necessdria, exceto no caso de a quantidade de substincia absorvida na fase de fixagdo ser desprezdvel.
A concentragdo da substincia em estudo no peixe ou em determinados tecidos do mesmo €é monitorizada em
ambas as fases do ensaio. Além do grupo exposto, submete-se um grupo de peixes a condi¢des idénticas, exceto no
que respeita a substancia em estudo, que é omitida, de modo a estabelecer uma correlacdo entre os eventuais efeitos
negativos observados no ensaio de bioconcentra¢io com um grupo de controlo de referéncia e a obter as concen-
tracdes de fundo da substancia em estudo ().

No ensaio de exposicdo por via aquosa, a fase de fixacdo dura, em geral, 28 dias. A duragio pode ser prolongada,
se necessdrio (¢f. ponto 18), ou reduzida, caso se demonstre o surgimento precoce do estado estaciondrio (ver
apéndice 1, defini¢des e unidades). As equagdes que se apresentam no apéndice 5 permitem prever a dura¢do da
fase de fixagdo, bem como o surgimento do estado estaciondrio. O periodo de depuragio inicia-se quando os peixes
deixam de estar expostos a substincia em estudo, com a sua transferéncia para um meio idéntico que ndo contenha
a substancia em estudo, num recipiente limpo. Sempre que possivel, calcula-se o fator de bioconcentragdo preferen-
cialmente como a razdo entre a concentra¢cdo nos peixes (C) e na dgua (C,) em estado estaciondrio (BCF; ver
apéndice 1, definicdo) e como um fator de bioconcentracio cinético (BCF,; ver apéndice 1, defini¢des e unidades),
que se estima como a razdo entre as constantes de velocidade de fixagdo (k,) e de depuracdo (k,) pressupondo uma
cinética de primeira ordem ().

Caso o estado estaciondrio ndo surja no prazo de 28 dias, calcula-se o BCF através do método cinético (cf.
ponto 38), podendo também prolongar-se a fase de fixagdo. Se, desta forma, se obtiver uma fase de fixagdo cuja
duragdo, até atingir o estado estaciondrio, a torne impraticavel (¢f. pontos 37 e 38, apéndice 5), é preferivel utilizar
o método cinético. Em alternativa, deve ponderar-se a realizacio de um ensaio por via alimentar para as substincias
muito hidréfobas (°), desde que este ensaio seja coerente com o quadro regulamentar aplicavel.

A constante de velocidade de fixagdo, a constante de velocidade de depuragdo (ou constantes, no caso da aplicacdo
de modelos mais complexos), o fator de bioconcentragio (cinético efou em estado estaciondrio) e, sempre que
possivel, os intervalos de confianga de cada pardmetro, devem ser calculados com base no modelo mais adequado a
descrigdo das concentracdes da substancia em estudo nos peixes e na dgua (cf. apéndice 5).

O aumento da massa dos peixes durante o ensaio resultard numa diminuicdo da concentra¢do da substincia em
estudo nos peixes em crescimento (denominada dilui¢do de crescimento); como tal, o BCF cinético serd subestimado
se ndo for corrigido em funcdo do crescimento (c¢f. pontos 72 e 73).

O BCF ¢ calculado com base na concentragdo total nos peixes (ou seja, em fun¢do da massa himida total dos
peixes). Todavia, podem utilizar-se, para fins especificos, determinados tecidos ou 6rgdos (por exemplo, tecido
muscular ou figado), caso as dimensdes dos animais o permitam; podem também dividir-se os peixes em porg¢des
comestiveis e ndo comestiveis (visceras). Uma vez que, no que respeita a muitas substancias organicas, existe uma
nitida relacdo entre o potencial de bioconcentragio e a hidrofobia, existe também uma relagdo entre o teor de
lipidos dos peixes em estudo e a bioconcentra¢do das substancias em causa. Assim, de modo a reduzir a variabilidade
dos resultados, no que respeita as substincias com elevada lipofilia (ou seja, com log K, > 3), a bioconcentragio
deve ser expressa de modo normalizado para um peixe com um teor de lipidos de 5 % (com base na massa
corporal hiimida total), para além da obtida diretamente a partir do estudo. Tal é necessdrio para proporcionar uma
base que permita a comparagdo dos resultados de diferentes substancias efou espécies objeto de ensaio entre si.
O valor de 5 % de teor de lipidos tem sido amplamente utilizado, jd que representa o teor médio de lipidos dos
peixes habitualmente utilizados neste método de ensaio (21).

(") No que se refere & maior parte das substancias em estudo, ndo se deve, idealmente, efetuar determinagdes na dgua de controlo. As concen-
tragdes de fundo s6 devem ser relevantes no caso dos materiais presentes na natureza (por exemplo, alguns metais) e as substancias
muito disseminadas no ambiente.

(%) Caso seja inequivoco que o processo ndo segue uma cinética de primeira ordem, hd que recorrer a modelos mais complexos (ver
referéncias no apéndice 5), procurando a orientagdo de um perito em bioestatistica.

(*) A fixacdo pode ser limitada por concentragdes de exposicdo reduzidas devido a pouca solubilidade em dgua no ensaio de bioconcen-
tracdo, ao passo que é possivel atingir concentragdes de exposi¢do muito superiores com o ensaio por via alimentar.
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INFORMACOES RELATIVAS A SUBSTANCIA EM ESTUDO

Para além das propriedades da substancia em estudo apresentadas na introducio (ponto 3), as outras informagdes
necessdrias sdo a toxicidade para a espécie de peixe a utilizar no ensaio, de preferéncia a toxicidade assintdtica LC,
(isto ¢, independente do tempo) efou a toxicidade estimada a partir de ensaios a longo prazo com peixes [p. ex.,
métodos C.47 (22), C.15 (23), C.14 (24)].

Para a quantificacdo da substancia nas solu¢des de ensaio, bem como no material bioldgico, deve utilizar-se um
método analitico adequado, de exatiddo, precisdo e sensibilidade conhecidas, devendo possuir-se informagdes
pormenorizadas sobre a preparagio e armazenagem da amostra. Deve também conhecer-se o limite de quanti-
ficagdo da substancia em estudo na dgua e nos tecidos dos peixes. Sempre que se utilizem substincias com
marcacdo radioativa, estas devem ser de um grau de pureza extremamente elevado (por exemplo, de preferéncia
> 98 %) e a percentagem de radioatividade associada as impurezas deve ser conhecida.

VALIDADE DO ENSAIO
O ensaio serd considerado vélido se se verificarem as seguintes condi¢des:

A variagdo da temperatura da dgua deve ser inferior a + 2 °C, uma vez que grandes desvios podem afetar os
parametros bioldgicos relevantes para a fixacdo e a depuragdo, além de provocarem tensdo aos animais;

A concentragdo de oxigénio dissolvido ndo deve ser inferior a 60 % da concentragdo de saturacio;

A variagdo da concentragdo da substincia em estudo nas células ndo deve exceder + 20 % da média dos valores
determinados na fase de fixagdo;

A concentracdo da substincia em estudo deve ser inferior ao seu limite de solubilidade em dgua, tomando em
consideragdo o efeito que a dgua utilizada no ensaio pode ter na solubilidade real ();

A mortalidade ou quaisquer outros efeitos nocivos registados no final do ensaio, tanto no que respeita ao lote de
controlo como ao lote de ensaio, deve ser inferior a 10 %; caso o ensaio se prolongue por virias semanas ou
meses, os referidos efeitos ndo devem exceder 5 % por més e 30 % na totalidade. Diferencas significativas no
crescimento médio entre os lotes de controlo e de ensaio dos peixes recolhidos para amostra podem indicar um
efeito toxico da substincia em estudo.

SUBSTANCIAS DE REFERENCIA

A utilizagdo de substincias de referéncia as quais se conhece um potencial de bioconcentracdo e um metabolismo
reduzido ¢ atil na verificacgdo do procedimento experimental, sempre que necessirio (por exemplo, caso um
laboratério ndo disponha de experiéncia anterior no ensaio ou tenham ocorrido alteragdes nas condigdes experi-
mentais).

DESCRICAO DO METODO

Equipamento

Deve evitar-se a utilizacdo de materiais — no que se refere a totalidade do equipamento — que apresentem riscos
de dissolugdo, absor¢do ou lixiviagdo, ou possam ter efeitos nocivos nos animais. Podem utilizar-se tanques paralele-
pipédicos ou cilindricos normalizados, de um material quimicamente inerte, com capacidade adequada a populacio
(df- ponto 43). Deve reduzir-se a0 minimo a utilizagio de tubos de plistico flexivel. Em vez disso, devem utilizar-se
tubos de politetrafluoroetileno, ago inoxidavel efou vidro. A experiéncia tem demonstrado que, no caso de
substancias em estudo com um coeficiente de adsor¢io elevado, nomeadamente os piretrdides sintéticos, pode ser
necessdrio utilizar vidro silanizado. Em tais casos, o equipamento deve ser descartado apés o uso. E preferivel expor
os sistemas em estudo a concentragdes da substincia a utilizar no ensaio durante o tempo necessirio para
demonstrar a manutengdo de concentracdes de exposicio estdveis previamente a introdugdo dos organismos
utilizados no ensaio.

(") No que diz respeito as substancias formadas por vdrios constituintes, UVCB e misturas, hd que ter em conta a solubilidade em dgua de
cada componente relevante para determinar as concentragdes de exposicdo adequadas.
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Agua

Em principio, o ensaio deve utilizar dgua natural proveniente de uma fonte nio contaminada e de qualidade
uniforme. Contudo, a utilizagio de dgua reconstituida (ou seja, dgua desmineralizada com adi¢do de nutrientes
especificos em quantidades conhecidas) pode ser mais adequada para garantir uma qualidade uniforme ao longo do
tempo. A qualidade da dgua de diluicdo, que é a dgua misturada com a substincia em estudo antes da introdugio
no recipiente de ensaio (¢f. ponto 30), deve permitir a sobrevivéncia da espécie de peixes selecionada durante as
fases de aclimatagdo e de ensaio, sem que os animais adquiram uma aparéncia ou um comportamento anormais.
Em condi¢Bes ideais, a espécie em causa deve poder sobreviver, desenvolver-se e reproduzir-se na dgua de dilui¢do
(nomeadamente em cultura laboratorial ou num ensaio de toxicidade em toda a vida). No que se refere a dgua de
dilui¢do, devem conhecer-se, pelo menos, o pH, a dureza, os sélidos totais, o carbono orgénico total (COT (%)), bem
como, de preferéncia, o teor de amoénio e de nitritos, a alcalinidade e, no caso de ensaios com espécies marinhas,
a salinidade. Os pardmetros que possuem importdncia para o bem-estar dos animais ndo sdo bem conhecidos;
contudo, o apéndice 2 apresenta as concentra¢des méaximas recomendadas de diversos fatores em dguas doces e
salgadas.

A qualidade da dgua de diluicdo deve manter-se constante no decurso do ensaio. O pH deve oscilar entre 6,0 e 8,5
no inicio do ensaio, embora, no decurso do mesmo, a respetiva variagio ndo deva exceder + 0,5. De modo
a assegurar que a dgua de dilui¢do ndo influencie indevidamente o resultado (por complexagio da substincia em
estudo, por exemplo) ou afete de forma desfavorivel o desempenho do lote de peixes, deverdo ser retiradas
amostras regularmente para andlise, pelo menos no inicio e no final do ensaio. Deve determinar-se o teor de metais
pesados (Cu, Pb, Zn, Hg, Cd, Ni, por exemplo), dos principais anides e catides (Ca?*, Mg?*, Na*, K*, Cl, e SO, etc.),
de pesticidas (pesticidas organofosforados totais, pesticidas organoclorados totais, etc.), de carbono organico total e
de sélidos em suspensdo. Se a qualidade da dgua de diluicdo se mantiver relativamente constante, estas medigdes
podem realizar-se, por exemplo, de trés em trés meses. Caso se demonstre que a qualidade da dgua de diluigdo se
mantém inalterada durante, pelo menos, um ano, as determinagdes podem ser menos frequentes (de seis em seis
meses, por exemplo).

O teor de particulas naturais, bem como de carbono organico total, da dgua de diluicio deve ser tio reduzido
quanto possivel, de modo a evitar a adsor¢io de substincia em estudo pela matéria orgénica, o que pode reduzir
a sua biodisponibilidade e resultar numa subestimacio do BCF. O valor méximo aceitdvel é de 5 mg/l, no caso das
particulas (matérias secas que ndo passem através de um filtro de 0,45 pm) e 2 mg/l, no caso do carbono organico
total (¢f. apéndice 2). Se necessdrio, a dgua de diluigdo deverd ser filtrada antes do uso. A contribuicio das
excregdes dos peixes e dos residuos alimentares para o teor de carbono orgénico total na dgua de ensaio deve
manter-se tdo reduzida quanto possivel (¢f. ponto 46).

Solucdes de ensaio

Deve preparar-se uma solucdo de reserva da substincia em estudo com uma concentragio adequada. De
preferéncia, a solugdo de reserva deve ser preparada simplesmente por mistura ou agitagdo da substancia em estudo
na dgua de diluigdo. Uma alternativa que pode ser adequada em alguns casos é a utilizagdio de um sistema de
dosagem de dessorcio em fase s6lida. Em geral, ndo se recomenda a utilizacdo de solventes e dispersantes (agentes
solubilizantes) (¢f. (25); todavia, a utilizagdo destes materiais pode ser aceitdvel para produzir uma solugio de
reserva com uma concentragio adequada, mas devem envidar-se todos os esfor¢os para minimizar a utilizagdo
destes materiais e ndo se deve ultrapassar a sua concentragdo micelar critica (se relevante). A acetona, o etanol,
o metanol, a dimetilformamida e o trietilenoglicol constituem alguns dos solventes que podem ser utilizados; os
dispersantes cuja utilizagdo estd documentada sdo o Tween 80, a metilcelulose 0,01 % e o HCO-40. A concentragio
do solvente no meio de ensaio final deve ser idéntica em todos os procedimentos (ou seja, independentemente da
concentragdo da substincia em estudo) e ndo deve exceder os limiares de toxicidade correspondentes determinados
para o solvente no ambito das condigdes de ensaio. A concentragio méxima é de 100 mg/l (ou 0,1 ml/l). E pouco
provavel que uma concentragdo de 100 mg/l de solvente altere significativamente a concentragdo maxima dissolvida
da substincia em estudo que pode ser alcangada no meio (25). Deve conhecer-se a contribui¢do do solvente
(jJuntamente com a substdncia em estudo) para o teor de carbono organico total da dgua. No decurso do ensaio,
a concentragdo de carbono orgénico total nos recipientes ndo deve exceder a concentracdo de carbono organico
proveniente da substancia em estudo e do solvente ou agente de solubilizagdo (3) — se utilizado — em mais de

(") O COT inclui o carbono organico das particulas e o carbono orgéanico dissolvido, ou seja, COT = COP + COD.

(*) Embora em geral ndo se recomende, caso se utilize um solvente ou um agente de solubilizacdo, o carbono organico decorrente deste
agente deve ser adicionado ao carbono organico da substincia em estudo para avaliar a concentracdo de carbono organico nos
recipientes de ensaio.
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10 mg/l (£ 20 %). O teor de matéria organica pode ter um efeito significativo sobre a quantidade de substincia em
estudo livremente dissolvida durante os ensaios dindmicos com peixes, especialmente no que se refere as substincias
muito lipdfilas. A microextragio em fase sélida (cf. ponto 60) pode fornecer informagdes importantes sobre a razio
entre as substancias ligadas e livremente dissolvidas, partindo-se do principio de que esta Gltima representa a fragio
biodisponivel. A concentragdo da substincia em estudo deve ser inferior ao limite de solubilidade da substincia nos
meios de ensaio, ndo obstante a utilizagdo de um solvente ou agente de solubilizagdo. Os solventes que apresentem
biodegradabilidade ficil devem utilizar-se com precaucio, uma vez que podem originar problemas de crescimento
bacteriano nos ensaios dindmicos. Caso ndo seja possivel preparar uma solucio de reserva sem a utilizagdo de um
agente de solubilizagio, é necessdrio ponderar a adequagio de um estudo de exposi¢do aquosa ao invés de um
estudo de exposi¢do por via alimentar.

Nos ensaios dindmicos, é necessirio utilizar um sistema que distribua e dilua continuamente uma solucio de
reserva da substincia em estudo (uma bomba de medi¢do, um diluidor proporcional, um sistema saturador, por
exemplo), ou um sistema de dosagem de dessorcio em fase sélida, por forma a fornecer as concentragdes as células
de ensaio. De preferéncia, devem efetuar-se diariamente pelo menos cinco renovagdes do volume de cada célula de
ensaio. Em principio, devem utilizar-se condigdes dindmicas; todavia, se tal ndo se afigurar possivel (por exemplo,
caso os organismos sejam afetados) pode recorrer-se a uma técnica semiestdtica, na condigdo de serem satisfeitos os
critérios de validade (¢f. ponto 24). Os caudais da solu¢do de reserva e da dgua de diluicio devem ser verificados
48 horas antes do inicio do ensaio e com uma frequéncia pelo menos didria no decurso do mesmo. A referida
verificacdo inclui a determinacio do caudal em cada célula de ensaio, devendo assegurar-se que o mesmo nio
regista uma variagdo superior a 20 % num determinada célula ou entre duas células.

Selecdo das espécies

Os principais critérios de sele¢do das espécies consistem na sua facil disponibilidade, nas dimensdes adequadas e na
facilidade de manutengdo no laboratério. Outros critérios incluem o interesse recreativo e comercial e a importancia
ecoldgica, bem como a sensibilidade comparével, utilizagdes anteriores bem-sucedidas, etc. As espécies de ensaio
recomendadas constam do apéndice 3. Podem utilizar-se outras espécies, devendo, contudo, adaptar-se os procedi-
mentos de modo a obter condi¢des de ensaio adequadas. Neste caso, o critério para a selecio das espécies e
o método experimental deverdo ser indicados no relatério. Em geral, a utilizagdo de espécies de peixes de menor
dimensdo antecipard o surgimento do estado estaciondrio, mas pode ser necessario utilizar um ndmero superior de
peixes (amostras) para analisar de modo adequado o teor de lipidos e as concentragdes da substancia em estudo nos
peixes. Além disso, é possivel que as diferengas na frequéncia respiratéria e no metabolismo entre peixes jovens e
mais velhos dificultem a comparagio de resultados entre diferentes ensaios e espécies. Importa salientar que as
espécies de peixes ensaiadas durante uma fase da vida (juvenil) com crescimento rdpido podem complicar
a interpretagdo dos dados.

Confinamento dos peixes (relevante para exposicdo aquosa e por via alimentar)

A populacio de reserva deve ser aclimatada durante, pelo menos, duas semanas em dgua (¢f. ponto 28) a
temperatura de ensaio, sendo alimentada com uma dieta suficiente (cf. ponto 45). A dgua e a dieta devem ser do
mesmo tipo que as utilizadas durante o ensaio.

Apds um periodo de adaptacdo de 48 horas, regista-se a mortalidade, aplicando os seguintes critérios:
— mortalidade superior a 10 % da populagdo em sete dias: o lote é rejeitado na sua totalidade;

— mortalidade entre 5 % e 10 % da populacio em sete dias: aclimatar durante sete dias adicionais — caso se
verifique uma mortalidade superior a 5 % durante o segundo periodo de sete dias, o lote é rejeitado na sua
totalidade;

— mortalidade inferior a 5 % da populacdo em sete dias: o lote ¢ aceite.

Os animais a utilizar nos ensaios ndo devem apresentar doencas ou perturbagdes observaveis. Todos os peixes
doentes devem ser rejeitados. Os peixes ndo devem receber qualquer tratamento para doengas nas duas semanas
anteriores ao ensaio nem durante a realizacdo do mesmo.
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REALIZACAO DO ENSAIO

Teste preliminar

Poderd ser ttil efetuar um ensaio preliminar com o objetivo de otimizar as condi¢des do ensaio definitivo no que
respeita, nomeadamente, a selecio da concentragdo da substincia em estudo e a duracdo das fases de fixagdo e de
depuracdo, ou para determinar se serd necessrio realizar um ensaio completo. A conce¢do do ensaio preliminar
deve conduzir a obtengio das informagdes necessdrias. E possivel analisar se um ensaio minimizado sera suficiente
para obter um BCF, ou se é necessdrio um estudo completo (¢f. pontos 83-95, relativos ao ensaio minimizado).

Condigdes de exposicio

Duragiio da fase de fixacdo

Pode obter-se uma estimativa da duragdo da fase de fixagdo com base na experiéncia prética (por exemplo, dados
decorrentes de um estudo anterior ou um estudo de acumulag¢do com uma substincia estruturalmente relacionada),
bem como em determinadas relacdes empiricas que utilizam conhecimentos relativos a solubilidade da substincia
em 4gua ou ao respetivo coeficiente de parti¢do octanol/dgua (desde que essa fixagdo siga uma cinética de primeira
ordem ¢f. apéndice 5).

A fase de fixagdo deve durar, pelo menos, 28 dias, exceto se o estado estaciondrio for atingido antes (ver
apéndice 1, definicdes e unidades). Um estado estaciondrio é atingido sempre que a representacio grafica da
concentracdo da substancia em estudo nos peixes (C) em fungdo do tempo consista numa linha paralela ao eixo dos
tempos e trés determinagdes sucessivas de C; em amostras recolhidas com intervalos de, pelo menos, dois dias,
apresentem valores que ndo difiram em mais de 20 %, na auséncia de aumento significativo de C; entre a primeira e
a Gltima determinagdo sucessivas. No caso das amostras combinadas, sdo necessdrias, pelo menos, quatro determi-
nagdes. No caso de substincias cuja fixagdo é lenta, o intervalo mais adequado é de sete dias. Caso ndo se atinja
o estado estaciondrio no prazo de 28 dias, deve calcular-se o BCF utilizando apenas o método cinético, que ndo
depende do surgimento do estado estaciondrio; é possivel prolongar a fase de fixacdo, fazendo medi¢des adicionais,
até ao surgimento do estado estaciondrio ou durante 60 dias, conforme o que for mais curto. Além disso,
a concentracdo da substancia em estudo nos peixes no final da fase de fixacdo deve ser suficientemente elevada para
garantir uma estimativa fidvel de k, a partir da fase de depuragdo. Caso ndo se verifique uma fixacio significativa
apds 28 dias, € possivel interromper o ensaio.

Duragiio da fase de depuragdo

No que diz respeito as substancias que seguem uma cinética de primeira ordem, basta, em geral, um perfodo com
uma duracio de metade da fase de fixagdo para uma redugio adequada (isto é, cerca de 95 %) da carga corporal da
substancia em estudo (c¢f. apéndice 5 para uma especificagio da estimativa). Se o periodo necessdrio para a referida
redugdo de 95 % exibir uma extensio que o torne impraticivel, excedendo, por exemplo, o dobro da duracio
normal da fase de fixacdo (ou seja, mais de 56 dias), pode utilizar-se um periodo mais curto (por exemplo, até que
a concentragdo da substincia em estudo seja inferior a 10 % da concentracdo do estado estaciondrio). Todavia, no
caso de substincias com perfis de fixagdo e de depuracio mais complexos, podem ser necessirios periodos de
depuracdo mais longos do que no caso de modelos com uma cinética de primeira ordem. Se se observarem efou
previrem esses perfis complexos, recomenda-se que se solicite o parecer de um perito em bioestatistica efou
farmacocinética para garantir uma instalagio de ensaio adequada. A medida que o periodo de depuragio se
prolonga, o niimero de peixes a recolher para amostra pode tornar-se limitador e as diferencas de crescimento entre
os peixes podem influenciar os resultados. O periodo em causa também serd definido pelo periodo durante o qual
a concentracdo da substancia em estudo nos peixes permanece superior ao limite analitico de quantificagdo.

Niimero de peixes

O ndmero de peixes a utilizar por concentracdo de ensaio deve ser selecionado de forma a que se disponha de, pelo
menos, quatro animais por ponto de amostragem. Os peixes s6 devem ser agrupados se a andlise de um tnico
peixe ndo for exequivel. Caso se pretenda uma precisio mais elevada no ajustamento das curvas (e dos parametros
derivados), ou se forem necessarios estudos do metabolismo — p. ex., para distinguir entre metabolitos e substancia
de origem em caso de utilizagdo de substincias com marcagio radioativa —, serdo necessdrios mais peixes por
ponto de amostragem. Deve determinar-se o teor de lipidos do material bioldgico utilizado para determinar
a concentragio da substincia em estudo. Se tal ndo for possivel, podem ser necessdrios peixes adicionais (cf.
pontos 56 e 57).
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Caso se utilizem peixes adultos (ou seja, que atingiram a maturidade sexual), estes ndo se devem encontrar num
estado de desova ou recentemente desovados, quer antes quer durante o ensaio. Deve especificar-se ainda o sexo
utilizado. Caso se utilizem ambos os sexos, deve registar-se que as diferengas no crescimento e no teor de lipidos
entre sexos ndo sdo significativas antes do inicio da exposi¢do, nomeadamente caso se preveja que serd necessirio
o agrupamento de peixes de ambos os sexos para garantir um teor de lipidos efou concentra¢es detetdveis da
substancia.

Em qualquer ensaio, selecionam-se peixes de massa semelhante, de modo que a massa do mais leve nio seja inferior
a 2/3 da massa do mais pesado. Os peixes devem ser da mesma coorte (classe etdria) e da mesma proveniéncia.
Uma vez que a massa ¢ a idade dos peixes podem apresentar um efeito significativo nos valores do BCF (12), esses
dados devem registar-se de forma precisa. Recomenda-se a pesagem de uma amostra do lote de peixes pouco antes
do inicio do ensaio, de modo a calcular a massa média (c¢f. ponto 61).

Carga

Devem utilizar-se rdcios elevados dgua/peixes, de modo a minimizar a redugdo da concentracio da substincia em
estudo na dgua, provocada pela introdugdo dos peixes no inicio do ensaio, bem como a evitar o decréscimo da
concentra¢do do oxigénio dissolvido. A taxa de carga deve ser adequada as espécies utilizadas. Recomenda-se, em
geral, uma taxa didria peixes/dgua de 0,1 a 1,0 g de peixes (massa himida) por litro de dgua. Caso a concentragio
requerida da substincia em estudo ndo registe uma variagdo superior a £ 20 % e a quantidade de oxigénio
dissolvido ndo atinja valores inferiores a 60 % da concentragio de saturacdo, podem utilizar-se taxas de carga
peixes/dgua mais elevadas (¢f. ponto 24).

Na selecio dos regimes de carga adequados deve ter-se em conta o habitat normal das espécies em causa. Por
exemplo, as espécies bentdnicas necessitam de aqudrios com maior drea de base em comparagdo com as espécies
peldgicas, para o mesmo volume de dgua.

Alimentacdo

Durante os perfodos de aclimatagio e de ensaio, os peixes sio alimentados com uma dieta adequada, com teor total
de lipidos e de proteinas conhecido, numa quantidade suficiente para manté-los em condi¢des sauddveis e manter
constante a respetiva massa corporal (¢ permitido algum crescimento). Os peixes devem ser alimentados
diariamente durante os periodos de aclimatagio e de ensaio a um nivel definido em func¢io da espécie utilizada, das
condigdes experimentais e do valor calérico dos alimentos (por exemplo, para as trutas-arco-iris entre aproxima-
damente 1 % e 2 % da massa corporal por dia). A taxa de alimentagdo deve ser selecionada de modo a evitar
o crescimento rdpido e um grande aumento do teor de lipidos. Para manter a mesma taxa de alimentacdo, deve
recalcular-se a quantidade de alimentos conforme adequado, por exemplo, uma vez por semana. Para tal, pode
estimar-se a massa dos peixes de cada célula de ensaio com base na massa do peixe mais recentemente retirado da
mesma. Ndo devem pesar-se os peixes que permanecem na célula.

Os alimentos remanescentes e as fezes devem ser removidos diariamente dos células de ensaio, 30 minutos a 1 hora
apds o fornecimento dos alimentos. As células devem manter-se tio limpas quanto possivel ao longo do ensaio, de
modo a que a concentragio de matérias organicas seja mantida aos niveis mais reduzidos (¢f. ponto 29), uma vez
que a presenca de carbono orginico pode limitar a biodisponibilidade da substincia em estudo (12).

Uma vez que muitos alimentos contém ingredientes a base de peixe, deve garantir-se que estes ndo influenciardo os
resultados do ensaio nem provocardo efeitos adversos — por exemplo, por conterem vestigios de pesticidas, metais
pesados efou a propria substancia em estudo.

Luz e temperatura

Recomenda-se um fotoperiodo de 12 a 16 horas e a temperatura (+ 2 °C) deve ser adequada a espécie em estudo
(- apéndice 3). Devem conhecer-se o tipo e as caracteristicas da iluminagdo. Deve atender-se a eventual fototrans-
formacgdo da substincia em estudo nas condi¢des de irradiacio do ensaio. Devem utilizar-se fontes de iluminacio
adequadas, de modo a evitar a exposi¢do dos animais a produtos de fotélise ndo naturais. Em alguns casos, pode
afigurar-se adequado utilizar um filtro que elimine as radiagdes ultravioletas de comprimento de onda inferior
a 290 nm.



L 112/212 Jornal Oficial da Unido Europeia 28.4.2017

Concentragles de ensaio

O ensaio foi originalmente concebido para substincias orgdnicas ndo polares. No que diz respeito a este tipo de
substancia, prevé-se que a exposicio dos peixes a um valor dnico de concentragdo seja suficiente, jd que ndo se
preveem efeitos da concentragdo, embora o quadro regulamentar aplicdvel possa exigir duas concentracdes. Caso
sejam ensaiadas substdncias ndo abrangidas por esta gama, ou sejam conhecidas outras indicagdes de possivel
dependéncia da concentragdo, o ensaio deve ser realizado com duas ou mais concentra¢des. Caso se utilize apenas
uma concentrac¢do, é necessario fundamentar esse facto (¢f. ponto 79). Além disso, a concentragdo ensaiada deve ser
a mais reduzida possivel em termos praticos ou técnicos (ou segja, sem proximidade ao limite de solubilidade).

Em alguns casos, pode prever-se que a bioconcentragdo de uma substéincia seja dependente da concentragdo da dgua
(por exemplo, no respeitante aos metais, cuja fixagdo pelos peixes pode ser, pelo menos, parcialmente regulada).
Neste caso, é necessdrio ensaiar pelo menos duas, mas de preferéncia mais, concentragdes (¢f. ponto 49) relevantes
do ponto de vista ambiental. Também para as substincias cujas concentra¢des ensaiadas devem estar proximas do
limite de solubilidade por motivos priticos, recomenda-se o ensaio de, pelo menos, duas concentracdes, pois tal
pode contribuir para determinar a fiabilidade das concentragdes de exposicio. A escolha das concentra¢des de
ensaio deve englobar a concentragdo realista em termos ambientais, bem como a concentragio relevante para
efeitos da avaliagdo especifica.

A concentracdo ou concentragdes da substincia em estudo selecionadas devem ser inferiores ao seu nivel de efeito
crénico ou 1 % da concentragio LC,, aguda assintdtica, num intervalo relevante do ponto de vista ambiental e
ocorrer, pelo menos, numa ordem de grandeza superior ao seu limite de quantificagio em dgua pelo método
analitico utilizado. A concentra¢do de ensaio mais elevada permitida pode também ser calculada através do
quociente de LC,, aguda as 96 horas por um ricio de concentragio aguda/crénica adequado (por exemplo, os
ricios adequados a determinadas substdncias sdo cerca de trés, mas alguns sdo superiores a 100). Caso se utilize
uma segunda concentracdo, esta deve diferir da anterior por um fator de dez. Caso tal ndo seja possivel devido ao
critério de toxicidade (que limita a concentragdo superior do ensaio) e ao limite analitico (que limita a concentragio
inferior do ensaio), é possivel utilizar um fator inferior a dez e deve ponderar-se a utilizagdo de uma substincia com
marcagdo radioativa (de uma grau de pureza elevado, por exemplo, de preferéncia superior a 98 %). Deve ter-se
o cuidado de evitar que a concentra¢io utilizada seja superior ao limite de solubilidade da substancia em estudo nos
meios de ensaio.

Controlos

Deve realizar-se um controlo de dgua de dilui¢do ou, se relevante, (¢f. pontos 30 e 31), um controlo com o solvente,
para além da série em ensaio.

Frequéncia das determinagdes da qualidade da dgua

Durante o ensaio, devem determinar-se, em todos os recipientes de ensaio e de controlo, o oxigénio dissolvido,
o carbono orgénico total, o pH e a temperatura. A dureza total e a salinidade (se pertinente) devem ser medidas no
(s) controlo(s) e num recipiente. Caso sejam ensaiadas duas ou mais concentragdes, devem medir-se estes
pardmetros numa concentra¢io mais elevada (ou na mais elevada). O oxigénio dissolvido e — se for caso disso —
a salinidade devem ser determinados, no minimo, trés vezes durante o periodo de fixacio (no inicio, na fase
intermédia e no final) e com uma frequéncia semanal no decurso da fase de depuragio. O carbono orgénico total
deve ser determinado no inicio do ensaio (48 h e 24 h antes do inicio), antes da colocagio dos peixes nos
recipientes e, pelo menos, uma vez por semana no decurso das fases de fixagdo e de depuracdo. Deve determinar-se
e registar-se a temperatura diariamente, o pH no inicio e no final de cada periodo e a dureza uma vez em cada
ensaio. Deve determinar-se a temperatura, em continuo, pelo menos num dos recipientes.
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Amostragem e andlise dos peixes e da dgua

Calenddrio da recolha de amostras de peixes e de dgua

Devem recolher-se amostras de dgua para a determinagdo da concentragdo da substincia em estudo antes da
colocacio dos peixes nas células, bem como no decurso das fases de fixagdo e de depuracdo. Devem recolher-se
amostras da dgua antes da alimentacdo, em simultdneo com a recolha de amostras de peixes. A recolha de amostras
mais frequente pode ser util para garantir concentragdes estdveis apds a introducdo dos peixes. Durante a fase de
fixacdo, as concentracdes da substincia em estudo devem ser determinadas de modo a verificar o respeito dos
critérios de validade (ponto 24). Caso as andlises as amostras de dgua no inicio da fase de depuracdo demonstrem
que a substincia em estudo ndo é detetdvel, isso pode ser utilizado como justificagio para ndo averiguar
a ocorréncia da substincia em estudo na dgua de controlo e de ensaio durante a restante fase de depuragio.

Os peixes devem ser recolhidos em, pelo menos, cinco ocasides no decurso da fase de fixagdo e em, pelo menos,
quatro ocasides durante a fase de depuragdo para averiguar a presenga da substancia em estudo. Uma vez que, por
vezes, se torna dificil efetuar uma estimativa razoavelmente precisa do BCF com base no nimero de amostras (em
especial no caso de a depuragdo envolver processos que ndo apresentem uma cinética de primeira ordem nas fases
de fixagdo e depuracdo) é aconselhdvel recolher amostras com uma frequéncia superior, em ambos os periodos (cf.
apéndice 4).

Deve determinar-se o teor de lipidos do material biolégico utilizado para determinar a concentragio da substincia
em estudo pelo menos no inicio e no final da fase de fixagdo e no final da fase de depuracdo. Caso isto ndo seja
possivel, devem recolher-se pelo menos trés peixes independentes para amostra, de modo a determinar o teor de
lipidos, em cada uma dessas trés ocasides. O nimero de peixes por tanque no inicio da experiéncia deve ser
ajustado em conformidade (!). Em alternativa, caso nio se detetem quantidades significativas da substincia em
estudo nos peixes do lote de controlo (ou seja, peixes da populacio de reserva), os peixes do lote de controlo do
ensaio podem ser analisados apenas no que respeita ao teor de lipidos, podendo a anilise da substincia em estudo
no(s) grupo(s) de ensaio (¢ a constante de velocidade de fixagdo, a constante de velocidade de depuracdo e os
valores BCF conexos) ser corrigida em funcio das alteragdes de acordo com o teor de lipidos do grupo de controlo
durante o ensaio (?).

Nio se deve analisar a ocorréncia da substincia em estudo nem a concentragdo de lipidos nos peixes mortos ou
doentes.

O apéndice 4 apresenta um exemplo de calendario de amostragem. Podem elaborar-se outros calendérios mediante
a utilizagdo de outros valores do K, para o cilculo do tempo de exposi¢do necessirio a uma fixagdo de 95 %
(consultar o apéndice 5 para cédlculos).

Deve prosseguir-se a recolha de amostras durante a fase de fixacdo até ao surgimento do estado estaciondrio (ver
apéndice 1, defini¢des e unidades) ou a conclusdo da fase de fixagdo (ap6s 28 ou 60 dias, ¢f. pontos 37 e 38). Antes
do inicio da fase de depuracdo, os peixes devem ser transferidos para recipientes limpos.

Colheita e preparacdo das amostras

Devem recolher-se amostras de dgua para andlise, por exemplo, por bombagem através de tubos inertes, a partir de
um ponto central na célula de ensaio. No entanto, a centrifugacdo e a filtragdo parecem nem sempre separar
a fragdo ndo biodisponivel da fragdo biodisponivel da substincia em estudo. Caso se utilize uma técnica de
separacdo, deve apresentar-se sempre uma justificagdo ou uma validagio da mesma no relatério de ensaio,
atendendo as dificuldades em matéria de biodisponibilidade (25). Especialmente no que diz respeito as substincias
muito hidréfobas (ou seja, as substincias com log K.y, > 5) (12) (26), cuja adsorgdo a matriz de filtragem ou aos
recipientes de centrifugacdo é possivel, as amostras ndo devem ser submetidas a esses tratamentos. Em vez disso,
devem adotar-se medidas para manter as células tdo limpas quanto possivel (cf. ponto 46) e determinar-se o teor de
carbono organico total nas fases de fixagdo e de depuracido (¢f. ponto 53). Para evitar possiveis problemas com
biodisponibilidade reduzida, pode proceder-se a recolha de amostras por técnicas de microextragdo em fase sélida,
no respeitante as substancias pouco soltveis e muito hidréfobas.

() Caso o teor de lipidos e a substancia em estudo ndo seja analisados nos mesmos peixes, os peixes devem, pelo menos, apresentar uma
massa semelhante e (se pertinente) o mesmo sexo.

(}) Esta alternativa é valida apenas se os peixes em todos os grupos de ensaio forem mantidos em grupos com dimensdes semelhantes, se os
peixes forem removidos de acordo com o mesmo perfil e alimentados da mesma forma. O que precede assegura que o crescimento dos
peixes em todos os grupos de ensaio é semelhante, caso a concentragdo de ensaio seja inferior ao intervalo téxico. Se o crescimento for
semelhante, espera-se que o teor de lipidos seja igualmente semelhante. Um crescimento diferente no controlo indicaria um efeito da
substancia e invalidaria o estudo.
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Os peixes recolhidos para amostra devem ser eutanasiados instantaneamente, recorrendo ao método mais adequado
e humano (para medi¢des com peixes inteiros, ndo se devem utilizar outros processos que ndo o enxaguamento
com dgua — ¢f. ponto 28 — e a secagem). Deve proceder-se a pesagem e medi¢do do comprimento total (). Em
cada peixe individual, o peso e o comprimento determinados devem ser relacionados com a concentracio da
substdncia analisada (e o teor de lipidos, se aplicdvel), por exemplo, através de um cddigo de identificagdo tnico
para cada peixe recolhido.

E aconselhdvel analisar os peixes e a dgua imediatamente ap6s a recolha das amostras, de modo a evitar eventuais
efeitos, nomeadamente devidos a degradacdo, calculando as constantes de velocidade de fixacio e de depuracio
aproximadas em fung¢do do avango do ensaio. A andlise imediata permite também identificar prontamente o inicio
de um estado estaciondrio.

Caso nio se proceda a andlise imediata, as amostras devem ser armazenadas por um método adequado. Antes do
inicio do estudo, devem obter-se informacdes sobre o método adequado de armazenagem da substincia em estudo
— por exemplo, ultracongelagdo, armazenagem a 4 °C, extracdo, etc. Deve estabelecer-se a duragio da
armazenagem para garantir que a substincia ndo se degradou durante a mesma.

Qualidade do método analitico

Uma vez que o processo global é determinado essencialmente pela exatiddo, precisio e sensibilidade do método
analitico utilizado, deve comprovar-se experimentalmente a adequagdo aquele da exatiddo, precisdo e reprodutibi-
lidade deste dltimo, bem como do método de recolha da substancia em estudo a partir da dgua e dos peixes. Tal
deve ser parte constituinte dos testes preliminares. Deve também comprovar-se que a substincia em estudo ndo é
detetavel na dgua de diluigdo. Se necessdrio, devem corrigir-se os valores da concentragio da substincia em estudo
na 4gua e nos peixes obtidos a partir do ensaio, em func¢io das recuperagdes e dos valores de fundo dos controlos.
As amostras de peixes e de dgua devem ser manipuladas de modo a minimizar contaminagdes e perdas, resultantes,
nomeadamente, da adsorcio pelos equipamentos de amostragem.

Andlise das amostras de peixes

Caso se utilizem materiais com marcac¢do radioativa, pode determinar-se a radioatividade total (isto ¢, da substancia
de origem e dos seus metabolitos) ou, como alternativa, tratar as amostras de modo a que a substancia de origem
possa ser analisada separadamente. Caso se calcule o BCF com base na substancia de origem, devem caracterizar-se
os principais metabolitos, no minimo, no final da fase de fixacdo (¢f. ponto 6). Os principais metabolitos sdo os que
representam > 10 % dos residuos totais nos tecidos dos peixes, os que representam > 5 % em dois pontos de
amostragem consecutivos, os que demonstram niveis crescentes ao longo da fase de fixagdo e os de risco
toxicoldgico conhecido. Caso o BCF para o peixe inteiro em termos de residuos totais com marcacio radioativa seja
> 500, pode ser recomenddvel — e, no que se refere a determinadas categorias de substincias, como pesticidas,
muito recomenddvel — identificar e quantificar os principais metabolitos. A quantificacio destes metabolitos pode
ser exigida por algumas entidades reguladoras. Caso se identifiquem e quantifiquem produtos de degradacio que
representem 10 % ou mais dos residuos totais com marcagio radioativa nos tecidos dos peixes, recomenda-se
também a identificacdo e quantificagdo dos produtos de degradagio na dgua do ensaio. Caso tal ndo seja possivel,
deve ser explicado no relatdrio.

Em geral, deve determinar-se a concentracdo da substincia em estudo para cada peixe pesado. Se tal ndo for
possivel, podem combinar-se as amostras em cada amostragem, mas esta combina¢do limita os procedimentos
estatisticos aplicdveis aos dados, pelo que se deve incluir no ensaio um nimero adequado de peixes para fazer face
a combinacio, ao procedimento estatistico e a poténcia desejados. E possivel utilizar as referéncias (27) e (28) como
introdugdo aos procedimentos de combinacdo pertinentes.

() Para além do peso, deve registar-se o comprimento total, ji que a comparag¢do do grau de aumento do comprimento durante o ensaio
constitui um bom indicador da ocorréncia de um efeito adverso.
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O BCF deve ser expresso, de forma normalizada, em relacdo a um peixe com um teor de lipidos de 5 % (com base
na massa himida) para além do obtido diretamente a partir do estudo (¢f. ponto 21), a menos que seja possivel
argumentar que a substincia em estudo ndo se acumula principalmente nos lipidos. Se possivel, deve determinar-se
o teor de lipidos dos peixes em cada amostragem, de preferéncia no extrato utilizado para a andlise da substancia
em estudo, uma vez que, com frequéncia, é necessdrio remover os lipidos do extrato antes da anélise cromatografica
deste dltimo. Porém, a andlise das substancias em estudo exige muitas vezes procedimentos de extragdo especificos
que podem ndo ser compativeis com os métodos de ensaio para a determinacio dos lipidos. Neste caso — até que
se encontrem disponiveis métodos instrumentais ndo destrutivos adequados —, recomenda-se a utilizagdo de uma
estratégia diferente para determinar o teor de lipidos dos peixes (¢f. ponto 56). O teor de lipidos deve ser
determinado por métodos adequados (20). Como método-padrio (30), pode recomendar-se a extragio com
cloroférmio/metanol (29), recomendando-se, porém, o método de Smedes (31) como alternativa. Este dltimo
método ¢ caracterizado por uma eficiéncia de extragdo compardvel, elevada exatiddo, utilizagdio de solventes
organicos menos téxicos e facilidade de execugdo. Com justificagio adequada, podem utilizar-se outros métodos
cuja exatiddo seja favordvel em comparacio com os métodos recomendados. E importante apresentar pormenores
sobre o método utilizado.

Determinagdo do crescimento dos peixes

No inicio do ensaio, é necessdrio pesar individualmente e determinar o comprimento total de cinco a dez peixes da
populacio de reserva. Estes podem ser os peixes utilizados para a andlise aos lipidos (¢f. ponto 56). O peso e
o comprimento dos peixes utilizados em cada colheita de amostra, tanto do grupo de ensaio como do grupo de
controlo, devem ser determinados antes da anélise da substancia em estudo ou dos lipidos. As medicdes destes
peixes recolhidos podem ser utilizadas para estimar o peso e o comprimento dos peixes que permanecem nos
tanques de ensaio e de controlo (c¢f. ponto 45).

DADOS E RELATORIOS

Tratamento dos resultados

A curva de fixacdo da substdncia em estudo deve ser obtida através da representacdo grifica da respetiva
concentragdo nos peixes ou em determinados tecidos dos mesmos na fase de fixacdo, em fungdo do tempo, numa
escala aritmética. Quando se observar o inicio do estado estaciondrio, isto é, quando a curva se tornar aproxima-
damente assintética relativamente ao eixo dos tempos, deve calcular-se o BCF (BCF,,) do seguinte modo:

Cyno estado estaciondrio(média)

C,no estado estaciondrio(média)

O desenvolvimento de G pode ser influenciado pelo crescimento dos peixes (cf. pontos 72 e 73). A concentragdo de
exposicio média (C,) é influenciada por variagdes ao longo do tempo. E possivel prever que uma concentragio
média ponderada no tempo seja mais relevante e prec1sa para estudos de bioacumulagdo, mesmo que a variagio se
encontre dentro do intervalo de validade adequado (cf. n. 24). E possivel calcular a concentracio média da dgua
ponderada ao longo do tempo (TWA) em conformidade com o apéndice 5, sec¢do 1.

O fator de bioconcentragdo cinético (BCF,) consiste no quociente das duas constantes de velocidade cinéticas de
primeira ordem, k,[k,. E possivel obter as constantes de velocidade k, e k, e o BCF, através do ajustamento
simultaneo das fases de fixagdo e de depuragdo. Em alternativa, as constantes k, e k, podem ser determinadas
sequencialmente (ver apéndice 5 para uma descricdo e compara¢do destes métodos). Pode ser necessdrio corrigir
a constante de velocidade de depuragdo (k,) em funcdo da diluicio de crescimento (cf. pontos 72 e 73). Se a curva
de fixacdo efou depuragio revelar de modo inequivoco que o processo ndo segue uma cinética de primeira ordem,
hd que recorrer a modelos mais complexos (ver referéncias no apéndice 5), solicitando o parecer de um perito em
bioestatistica ou farmacocinética.

Dados sobre o peso/comprimento dos peixes

A massa hiimida e o comprimento total de cada peixe em todos os intervalos de amostragem sdo apresentados
separadamente sob a forma de um quadro, no respeitante aos grupos de ensaio e de controlo durante as fases de
fixagdo (incluindo a populagio de reserva no inicio da fixacdo) e de depuragio. Em cada peixe individual, o peso e
o comprimento determinados devem ser relacionados com a concentra¢do quimica analisada, por exemplo, através
de um cédigo de identificagdo tinico para cada peixe recolhido. O peso é a medida de crescimento preferivel para
efeitos de correcio dos valores do BCF cinético em fungdo da dilui¢do de crescimento (ver o ponto 73 e
o apéndice 5 no respeitante ao método utilizado para corrigir os dados em fungio da dilui¢do de crescimento).
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Corregdo em funcdo da diluigdo de crescimento e normalizagdo de lipidos

O crescimento dos peixes durante a fase de depuragdo pode reduzir as concentragdes quimicas medidas nos peixes,
tornando a constante de velocidade de depuragdo global (k,) superior & que se verificaria apenas nos processos de
remogdo (por exemplo, respiragdo, metabolismo, defecagdo). Os fatores de bioconcentragdo cinéticos devem ser
corrigidos em fungdo da diluicio de crescimento. Um BCF,, também serd influenciado pelo crescimento, mas ndo
existe nenhum procedimento acordado para corrigir um BCF em fungdo do crescimento. Nos casos de
crescimento significativo, também se deve calcular o BCFy, corrigido em fungdo do crescimento (BCF), uma vez
que pode ser uma determinacdo mais relevante do fator de bioconcentragdo. Na pratica, o teor de 11p1dos dos peixes
de ensaio (que se encontra fortemente associado a bioacumulacdo de substincias hidréfobas) pode variar
o suficiente para tornar necessario o estabelecimento de um determinado teor de lipidos normalizado nos peixes
(5 % p/p), de modo a apresentar os fatores de bioconcentragdo cinéticos e no estado estaciondrio de forma signifi-
cativa, a menos que seja possivel alegar que a substincia em estudo ndo se acumula sobretudo nos lipidos (por
exemplo, algumas substancias perfluoradas pode ligar-se as proteinas). O apéndice 5 apresenta equacdes e exemplos
destes célculos.

Para corrigir um BCF cinético em funcio da diluicio de crescimento, deve corrigir-se a constante de velocidade de
depuracdo em fungdo do crescimento. A constante corrigida (k,,) ¢ calculada através da subtragdo da constante de
velocidade de crescimento (k,, obtida a partir dos dados relativos ao peso determinado) a constante de velocidade de
depuragdo global (k,). O fator de bioconcentragdo cinético corrigido em fungdo do crescimento é posteriormente
calculado dividindo a constante de velocidade de fixagdo (k,) pela constante de velocidade de depuracdo corrigida
em fun¢do do crescimento (kzg) (f. apéndice 5). Em alguns casos, esta metodologia ndo é muito adequada. Por
exemplo, no que diz respeito as substancias que depuram muito lentamente, ensaiadas em peixes de crescimento
répido, o valor k,, obtido pode ser muito reduzido e, deste modo, o erro nas duas constantes de velocidade
utilizadas para o seu calculo torna-se critico e, em alguns casos, as estimativas do valor kg podem ser superiores
a k,. Uma metodologia alternativa, que contorna a necessidade da corregdo em fungio da dilui¢do de crescimento,
implica a utilizagdo de dados de depuragio relativos & massa da substincia em estudo por peixe (com base no peixe
inteiro), ao invés dos dados (de concentragdo) relativos a massa normal da substincia em estudo por unidade de
massa de peixe. Isso ndo apresenta dificuldades, uma vez que os ensaios realizados por este método devem
relacionar as concentragdes registadas nos tecidos com o peso de cada peixe. O procedimento simples para realizar
o que precede encontra-se descrito no apéndice 5. Todavia, importa salientar a necessidade de registar o pardmetro
k, mesmo em caso de utilizagdo desta metodologia alternativa.

Também se devem registar os fatores de bioconcentracio cinéticos e no estado estaciondrio relativos a um teor de
lipidos por defeito, por peixe, de 5 % (p/p), a menos que seja possivel argumentar que a substincia em estudo ndo
se acumula essencialmente nos lipidos. Os dados relativos a concentragdo nos peixes, ou o BCF, sio normalizados
de acordo com a razdo entre 5 % e o teor médio de lipidos (individual) real (em % de massa hamida) (cf.
apéndice 5).

Caso se tenham realizado andlises a substincia em estudo e aos lipidos nos mesmos peixes, devem utilizar-se os
dados normalizados relativos aos lipidos para cada peixe para calcular um BCF normalizado em fungdo dos lipidos.
Em alternativa, se o crescimento no lote de peixes de controlo e no lote de peixes expostos for semelhante, pode
utilizar-se apenas o teor de lipidos dos peixes do lote de controlo para efeitos de corregdo em fungdo dos lipidos (cf.
ponto 56). Encontra-se descrito no apéndice 5 um método de cdlculo de um BCF normalizado em funcio dos
lipidos.

Interpretacdo dos resultados

Sempre que as concentragdes das solucdes de ensaio sejam proximas do limite de detecio do método analitico
utilizado, os resultados devem ser interpretados com precaugio.

Para excluir efeitos toxicos, o crescimento médio nos grupos de ensaio e de controlo nio deve, em principio, ser
significativamente diferente. As constantes de velocidade de crescimento ou as curvas de crescimento dos dois
grupos devem ser comparadas por um procedimento adequado ().

() E possivel efetuar um teste t as constantes de velocidade de crescimento, de modo a determinar se o crescimento difere entre os grupos de
ensaio e de controlo, ou um teste F em caso de andlise da varidncia. Se necessério, € possivel utilizar um teste F ou um teste de racio da
verosimilhanca para ajudar na sele¢io do modelo de crescimento adequado (monografia da OCDE, 54, (32)).
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A obtengdo de curvas de fixagdo e de depuragdo bem definidas constitui um indicador da qualidade dos dados
relativos a bioconcentracdo. No que se refere as constantes de velocidade, o resultado de um teste de adequagdo do
ajustamento x? deve demonstrar um bom ajustamento — ou seja, uma percentagem reduzida de erro de medicio
(32) — para o modelo de bioacumulagdo, de modo a que as constantes de velocidade possam ser consideradas
fidveis (cf. apéndice 5). Caso se utilize mais do que uma concentragdo de ensaio, a variagio nas constantes de
fixagdo/depuragdo entre as concentra¢des de ensaio deve ser inferior a 20 % ('). Em caso negativo, poderd indicar-se
a dependéncia da concentragio. Devem registar-se as diferencas significativas observadas nas constantes de
velocidade de fixagdo/depuracdo entre as concentragdes de ensaio aplicadas e devem apresentar-se possiveis
explicagdes. O intervalo de confianga de 95 % dos valores de BCF obtidos em estudos adequados ¢, em geral, da
ordem de + 20 % do BCF obtido.

Caso sejam ensaiadas duas ou mais concentracdes, os resultados de ambas ou todas as concentracdes sdo utilizados
para examinar se os resultados sio coerentes e para demonstrar se existe dependéncia da concentra¢do. Caso se
ensaie apenas uma concentragdo, com o objetivo de minimizar a utilizacdo de animais efou de recursos, é
necessario fundamentar esse facto.

O BCF resultante é duvidoso se o BCF, for significativamente mais elevado do que o BCF, uma vez que tal pode
indiciar que ndo se atingiu um estado estaciondrio ou que a diluicdo de crescimento e os processos de depuracio
ndo foram tidos em conta. Nos casos em que o pardmetro BCF é muito superior a BCF,, deve averiguar-se
a ocorréncia de erros no cédlculo das constantes de velocidade de fixacdo e de depuragio e proceder-se a sua
reavaliacdo. O recurso a um processo de ajustamento diferente pode melhorar a estimativa do BCF, (cf. apéndice 5).

Relatério de ensaio

Para além das informacdes sobre a substancia em estudo indicadas no ponto 3, o relatério de ensaio deve incluir as
seguintes informagdes:

Substdncia em estudo:
Natureza fisica e propriedades fisico-quimicas pertinentes;

— Dados de identificagdo quimica, tais como as denomina¢des IUPAC ou CAS, ntimero CAS, cddigo SMILES ou
INChI, férmula estrutural, grau de pureza, identidade quimica das impurezas conforme adequado e possivel na
pritica, etc. (incluindo o teor de carbono organico, se adequado).

— No que diz respeito as substincias formadas por virios componentes e UVCB (substincias de composicio
desconhecida ou varidvel, produtos de reagdo complexos e materiais bioldgicos), a descricio — na medida do
possivel — da identidade quimica de cada componente e, para cada um, a sua percentagem face a massa total
da substancia. Deve resumir-se de que modo o método analitico utilizado no ensaio reflete uma medida da
concentragio da substincia; todos os procedimentos analiticos devem ser descritos, nomeadamente a exatiddo
do método, o seu limite de detegdo e o limite de quantificagdo.

— Em caso de recurso a marcacio radioativa, a posi¢do do(s) dtomo(s) substituido(s) e a percentagem de radioati-
vidade associada as impurezas.

— Informagdes sobre a toxicidade da substincia em estudo para os peixes (idealmente para a espécie de ensaio).
A toxicidade deve ser registada como LCs, aguda as 96 horas e NOAEC e LOAEC de um estudo crénico (ou seja,
um ensaio nas fases iniciais de vida ou um ensaio sobre o ciclo de vida completo, se disponivel).

— Condicdes de armazenagem do produto quimico ou da substincia em estudo e estabilidade do mesmo, ou da
mesma, nessas condigdes, caso se proceda & armazenagem antes da utilizacdo.

Espécie de ensaio:

Denominagio cientifica, variedade, origem, pré-tratamento eventual, aclimatagio, idade, sexo (se pertinente), gama
de dimensdes (peso e comprimento), etc.

() Estas percentagens pressupdem que os métodos analiticos sdo fidveis e que a semivida é < 14 dias. Se os métodos analiticos forem menos
fidveis ou a semivida aumentar (significativamente), estes niimeros tornar-se-do mais elevados.
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Condigdes de ensaio:

— Tipo de procedimento utilizado (por exemplo, ensaio dindmico ou semiestitico); estudo normal ou concegio
minimizada, incluindo l6gica subjacente e justificago.

— Tipo e caracteristicas da iluminagdo utilizada e respetivo fotoperiodo.

— Concegdo do ensaio (nimero e dimensdes das células de ensaio, taxa de renovagdo do volume de dgua, taxa de
carga, nimero de replicados, niimero de peixes por replicado, niimero de concentragdes de ensaio, duragio das
fases de fixagdo e depuragdo, frequéncia de amostragem de peixes e de dgua).

— Método de preparacio das solugdes de reserva e frequéncia de renovacdo (caso se utilize um solvente, deve
fornecer-se a respetiva concentra¢do, bem como a contribui¢gio do mesmo para o teor de carbono organico da
dgua), ou descri¢do do sistema de dosagem alternativo.

— Concentragdes de ensaio nominais, média e desvio-padrdo dos valores determinados nos recipientes de ensaio e
método e frequéncia de obtencdo dos mesmos.

— Fonte de dgua de diluigdo, descricio do eventual pré-tratamento desta Gltima, resultados de quaisquer ensaios
destinados a comprovar a adequagdo da dgua aos peixes e caracteristicas da dgua: pH, dureza, temperatura,
concentragdo de oxigénio dissolvido, cloro residual (se determinado), carbono organico total, sélidos em
suspensdo, salinidade (se adequado) e quaisquer outras determinagdes efetuadas.

— Qualidade da dgua nos recipientes de ensaio (pH, dureza, carbono organico total, temperatura e concentra¢io de
oxigénio dissolvido); métodos utilizados e frequéncia das medicdes.

— Informagdes pormenorizadas sobre a alimentagio dos animais — p. ex., tipo de alimentos, origem e
composi¢do dos mesmos (se possivel, apresentar, pelo menos, o respetivo teor de lipidos e proteinas), taxa de
alimentagio selecionada, quantidade fornecida e frequéncia;

— Informagdes sobre o tratamento das amostras de peixes e de dgua, incluindo pormenores relativos a preparacio,
armazenagem e extragdo, bem como métodos analiticos aplicados a substancia em estudo e a determinagio do
teor de lipidos, incluindo a respetiva precisdo.

— Meétodos utilizados para a aleatorizagio do tratamento e distribuicdo dos peixes pelos recipientes de ensaio.
— Data de introdugdo dos organismos de ensaio nas solugdes de ensaio e duracdo do ensaio.

— Descricdo dos ensaios de determinacdo da gama de concentragdes e resultados, se disponivel.

Resultados:

— Resultados de quaisquer estudos preliminares efetuados.

— Mortalidade dos peixes do lote de controlo e dos peixes expostos a substancia, bem como qualquer compor-
tamento anormal observavel.

— Informagdes sobre quaisquer efeitos adversos observados.

— Descri¢do completa de todos os procedimentos de andlise quimica utilizados, nomeadamente limites de dete¢do
e quantificagdo, variabilidade e recuperacio.

— Teor de lipidos dos peixes, nomeadamente o método utilizado para a sua determinacio e, se calculado, o fator
de normalizagio em fun¢do dos lipidos (L, fator que expressa resultados relativos a um teor de lipidos dos
peixes de 5 %).

— Quadro com os dados respeitantes a0 peso — e ao comprimento — dos peixes, relacionados com as concen-
tragdes do produto quimico (e o teor de lipidos, se pertinente) de cada peixe, para os grupos de controlo e de
exposi¢do (por exemplo, utilizando identificadores tnicos para cada peixe recolhido) e cdlculos relativos a(s)
constante(s) de velocidade de crescimento obtida(s).

— Quadros com dados sobre a concentracio da substancia em estudo nos peixes (C,, relacionados com cada peixe)
e na dgua (C,), com valores médios para o grupo de ensaio e de controlo, desvio-padrdo e gama, se adequado,
para todos os tempos de amostragem (C; expressa em mg/kg de massa hiimida do corpo inteiro ou de tecidos
especificados do mesmo, por exemplo, lipidos, e C, em mg/l). Valores C, relativos as séries de controlo (bem
como as concentra¢des de fundo).
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— Curvas — incluindo todos os dados determinados — que demonstrem o seguinte (se pertinente, as concen-
tracdes podem ser expressas em relagdo ao corpo inteiro e o teor de lipidos normalizado para 5 % do animal ou
para determinados tecidos do mesmo):

— Crescimento, ou seja, peso do peixe em fungio do tempo ou logaritmo natural do peso em func¢do do tempo
(incluindo a constante de velocidade de crescimento obtida, k,);

— Fixacdo e depuragio da substincia em estudo nos peixes (na forma de gréfico);
— Surgimento do estado estaciondrio (se pertinente);

— Logaritmo natural da concentracdo em funcio do tempo de fixacdo (incluindo a constante de velocidade de
fixagdo obtida k,);

— Logaritmo natural da concentragio em funcio do tempo de depuracgio (incluindo a constante de velocidade
de depuragdo obtida k,); e

— Curvas das fases de fixagdo e depuracdo que demonstram os dados e o modelo ajustado.

— Se uma inspegdo visual de uma representagdo grafica revelar valores andmalos evidentes, é possivel aplicar um
teste estatisticamente vdlido a estes valores, para eliminar dados espirios e apresentar uma justificagio
documentada para a sua omissdo.

— Fator de bioconcentra¢do do estado estaciondrio (BCF), caso quase se atinja o estado estaciondrio.

— Fator de bioconcentragdo cinético (BCF,) e constantes de velocidade de fixagdo e de depuragdo obtidas, k, e k,,
em conjunto com as variancias de k, (declive e ordenada na origem) caso se utilize ajustamento sequencial.

— Intervalos de confianca, desvio-padrdo (conforme disponivel) e métodos de célculo/andlise de dados para cada
pardmetro para cada concentragdo da substancia em estudo utilizada.

— Quaisquer informagdes relativas aos metabolitos da substincia em estudo com marcagdo radioativa e a
respetiva acumulagdo.

— A(s) constante(s) de velocidade de crescimento (incluindo intervalo(s) de confianca de 95 %) e a constante de
velocidade de depuracdo calculada, corrigida em fungdo do crescimento (k,,), a semivida e o BCF (BCFy,).

— Devem referir-se quaisquer ocorréncias especiais registadas no decurso do ensaio, bem como quaisquer
desvios relativamente ao procedimento ou outras informagdes de relevo.

— Um quadro recapitulativo dos dados calculados e medidos pertinentes, como:

Constantes de velocidade de fixacdo e de depuragdo da substéncia e fatores de bioconcentragio (BCF)

k, (constante de velocidade de crescimento; dia~1): Inserir valor (IC 95 %) ()

k, (constante de velocidade de fixacdo global; I kg-! | Inserir valor (IC 95 %) ()
dia-1):

k, (constante de velocidade de depuragio global; Inserir valor (IC 95 %) ()
dia-1):

k,, (constante de velocidade de depuracdo corrigida | Inserir valor (IC 95 %) ()
em fungdo do crescimento; dia~!):

C; (concentracdo do produto quimico nos peixes em | Inserir valor + SD (?)
estado estaciondrio; mg kg~ 1):

C,, (concentragdo do produto quimico na dgua; Inserir valor £ SD ()
mg |- 1):

L, (fator de normalizacdo dos lipidos): Inserir valor (3)
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Constantes de velocidade de fixacdo e de depuragdo da substancia e fatores de bioconcentracio (BCF)

BCF, (BCF do estado estaciondrio; 1 kg-1) Inserir valor £ SD ()

BCF,, (BCF do estado estaciondrio normalizado em | Inserir valor (%) = SD (3
fungdo dos lipidos; 1 kg=):

BCF, (BCF cinético; | kg~ 1) Inserir valor (IC 95 %) (%)

BCF,, (BCF cinético corrigido em fungdo do cresci- | Inserir valor (IC 95 %) (1)
mento; | kg-7)

tl/z% (semivida corrigida em funcio do crescimento; | Inserir valor (IC 95 %) ()
dia):

BCF,, (BCF cinético normalizado em funcio dos lipi- | Inserir valor

dos; 1 kg™ 1):

BCF,, (BCF cinético corrigido em funcdo do cresci- | Inserir valor
mento e normalizado em fungdo dos lipidos; | kg~ 1):

(') IC: intervalo de confianca (sempre que a estimativa seja possivel)
() SD: Desvio-padrdo (sempre que a estimativa seja possivel)

Deve evitar-se registar resultados como «ndo detetados/quantificados no limite de detegdo/quantificagio»
mediante o desenvolvimento de um método e de um protocolo experimental preliminares, uma vez que
esses resultados ndo podem ser utilizados para o célculo das constantes de velocidade.

C.13 — I Ensaio minimizado de exposicio aquosa em peixes

INTRODUCAO

A experiéncia crescente adquirida na realizagdo e interpretagio do ensaio completo, tanto por laboratérios como
por entidades reguladoras, demonstra que — com algumas excegdes — ¢ aplicdvel uma cinética de primeira ordem
a estimativa das constantes de velocidade de fixacdo e de depuracdo. E, pois, possivel estimar as constantes de
velocidade de fixagdo e de depura¢do com um ndmero minimo de pontos de amostragem e obter o BCF cinético.

O objetivo inicial do exame de concegdes alternativas para estudos do BCF consistiu em desenvolver um ensaio
minimizado a utilizar numa fase intermédia, para refutar ou confirmar as estimativas do BCF com base no K, ¢ na
ferramenta QSAR e eliminar, desse modo, a necessidade de um estudo completo para muitas substincias, bem
como em minimizar os custos e a utilizagdio de animais através da recolha de menos amostras e da reducio do
nimero de sequéncias analiticas realizadas. Seguindo a principal concecio do método de ensaio anterior para
permitir a integracdo dos resultados do ensaio com os dados existentes relativos ao BCF, e de modo a facilitar
o desempenho do ensaio e a interpretagio dos dados, o objetivo consiste em apresentar estimativas do BCF de
exatiddo e precisio adequadas para a tomada de decisdes em matéria de avaliacdo de riscos. Sdo validos muitos dos
mesmos pressupostos que no ensaio completo, no que respeita, p. ex., aos critérios de validade (¢f. ponto 24) e a
interrupg¢do do ensaio caso se verifique uma fixagdo insignificante no final da fase de fixagdo (c¢f. pontos 16 e 38).

As substancias elegiveis para o ensaio de conce¢do minimizada devem pertencer ao dominio geral para o qual
o método de ensaio foi desenvolvido, ou seja, substancias orgédnicas ndo polares (¢f. ponto 49). Caso existam indicios
de que a substancia a ensaiar poderd apresentar um comportamento diferente (por exemplo, um desvio claro de
uma cinética de primeira ordem), deve realizar-se um ensaio completo, para fins regulamentares.
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Normalmente, a duracdo do ensaio minimizado ndo é mais curta do que a do ensaio normal do BCF, mas utiliza-se
uma amostra de peixes mais reduzida (ver fundamentagio no apéndice 6). Todavia, o periodo de depuragio pode
ser reduzido no caso de substincias com depuragio rdpida, para evitar a ocorréncia de concentra¢des nos peixes
inferiores ao limite de detecio/quantificacdo antes do final do ensaio. Para determinar a necessidade da realizacdo de
um ensaio completo, é possivel utilizar um ensaio de exposi¢do de tipo minimizado em peixes com uma tnica
concentracdo; se os dados resultantes utilizados para calcular as constantes de velocidade e o BCF forem sélidos (cf.
ponto 93), o ensaio completo é dispensdvel caso o BCF resultante ndo se aproxime de valores regulamentares
criticos.

Em alguns casos, pode ser vantajoso realizar um ensaio preliminar de concecio minimizada com mais do que uma
concentragdo, para determinar se as estimativas do BCF para a substancia dependem da concentragdo. Se for o caso,
serd necessario realizar o ensaio completo. Se o ensaio minimizado demonstrar que as estimativas do BCF ndo
dependem da concentragio mas os resultados ndo forem considerados definitivos, é possivel executar qualquer
ensaio completo subsequente com uma dnica concentracdo, reduzindo assim a utilizagdo de animais em
comparagdo com um teste completo com duas (ou mais) concentragdes.

As substancias potencialmente elegiveis para o ensaio minimizado devem:

— Ser suscetiveis de apresentar, aproximadamente, uma cinética de fixagdo e de depura¢do de primeira ordem, por
exemplo, decorrente de um método comparativo com substancias semelhantes;

— Apresentar log K, < 6, a menos que se preveja um metabolismo rdpido (!);
— Ser suficientemente soltveis em dgua, atendendo a técnica analitica (¢f. ponto 24);

— Ser claramente quantificdveis (isto ¢, as concentracdes devem ser, pelo menos, de uma ordem de grandeza
superior ao limite de quantificagdo), tanto nos peixes como na dgua; recomenda-se o recurso a marcagdo
radioativa (c¢f. ponto 23); e

— Ter um perfodo de depuragio superior a respetiva semivida prevista (¢f. apéndice 5 para célculos), sem o que
a duragdo da depuragdo deve ser ajustada em conformidade (cf. ponto 91). Permite-se uma excecdo a esta regra
caso se preveja que a substincia tenha um metabolismo rapido.

CALENDARIO DE AMOSTRAGEM PARA ESTUDOS QUE SEGUEM A CONCECAO MINIMIZADA

Recolha de amostras de peixes

A recolha de amostras de peixes ¢ reduzida a quatro pontos de amostragem:

— A meio e no final da fase de fixagdo (sendo a dltima igualmente o inicio da fase de depuragdo), por exemplo,
apds 14 e 28 dias (33).

— A meio da fase de depuracio e no final do estudo (no qual a concentra¢do da substincia é < 10 % da
concentragdo méaxima ou, pelo menos, a um tempo claramente superior a semivida da substncia), p. ex., apds
7 e 14 dias de depuracdo (33). Caso se preveja ou observe uma depuracdo rdpida, pode ser necessirio reduzir
o periodo de depuragdo para evitar concentragdes inferiores ao limite de quantificacdo nos peixes.

— Medigdo de lipidos: idéntica ao estudo completo.
— Correc¢do em funcdo do crescimento, tal como no estudo completo.

— BCF: calculado como BCF cinético.

Recolha de amostras de dgua

Na conce¢do minimizada, as amostras de dgua sdo recolhidas como no estudo completo (¢f. ponto 54) ou, pelo
menos, cinco vezes, igualmente divididas durante a fase de fixacdo e semanalmente na fase de depuracio.

(") Com efeito, o ensaio minimizado pode ser utilizado para demonstrar um metabolismo rdpido sempre que se saiba que o mesmo é
provavel.
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Alteragdes a concecio

Atendendo as propriedades da substincia em estudo, as previsdes QSAR vilidas e ao objetivo especifico do estudo,
é possivel ponderar algumas alteragdes a concegdo do mesmo:

— Caso seja necessdria uma precisio mais elevada, é possivel utilizar mais peixes (6 ou 8 em vez de 4) para
a amostra no final da fase de fixacio.

— Deve incluir-se um grupo «adicional» de peixes se, aos 14 dias — ou no final previsto da fase de depuragio —
esta dltima ndo tiver atingido um nivel adequado (ou seja, > 50 %). Caso a duragdo prevista da fase de depuragdo
for inferior ou superior a 14 dias, o calenddrio de amostragem deve ser adaptado (ou seja, um grupo de peixes
no final previsto da fase de depuragido e um grupo apdés metade desse periodo).

— Devem utilizar-se duas concentragdes de ensaio para explorar uma possivel dependéncia da concentragdo. Caso
os resultados do ensaio minimizado, realizado com duas concentra¢des de ensaio, demonstrem que o BCF ndo
depende da concentracdo (ou seja, difere menos de 20 %), uma concentragio de ensaio pode ser considerada
suficiente num ensaio completo, se for realizado.

— E provével que seja possivel utilizar modelos de processos de bioacumulagio como os propostos por Arnot et
al. (35) para assistir no planeamento da duragdo das fases de fixagdo e de depuragio (ver também o apéndice 5).

Célculos

A fundamentacdo subjacente a esta metodologia é que o fator de bioconcentragio num ensaio completo pode ser
determinado como fator de bioconcentracio do estado estaciondrio (BCF), através do cdlculo do rdcio entre
a concentragdo da substancia em estudo nos tecidos dos peixes e a concentracdo da substincia em estudo na dgua,
ou mediante o célculo do fator de bioconcentragdo cinético (BCF,) como récio entre a constante de velocidade de
fixacdo k, e a constante de velocidade de depuracio k,. O BCF, é vilido mesmo que ndo se alcance a concentragio
da substancia no estado estaciondrio durante a fixagdo, desde que esta tltima e a depuracio sigam aproximadamente
processos de cinética de primeira ordem. Como minimo absoluto, sio necessirios dois valores para estimar as
constantes de velocidade de fixacdo e de depuragdo, um no final da fase de fixacdo (ou seja, no inicio da fase de
depuragdo) e um no final (ou ap6s uma parte significativa) da fase de depuracio. Recomenda-se um ponto de
amostragem intermédio como verificagdo da cinética de fixacdo e de depuragio (). Para cdlculos, ver apéndices 5 e
6.

Interpretacio dos resultados

Para avaliar a validade e o valor informativo do ensaio, deve verificar-se que o periodo de depuracio excede uma
semivida. Além disso, deve comparar-se o BCF,,, (BCF cinético decorrente de um ensaio minimizado) com o valor
do BCF; minimizado (que é o BCF calculado no final da fase de fixagdo, pressupondo o surgimento do estado
estaciondrio. O que precede é apenas um pressuposto, ja que o nidmero de pontos de amostragem ndo ¢é suficiente
para o provar). Se BCF,, < BCF minimizado, este dltimo é o valor preferivel. Se BCF,,, for inferior a 70 % do
BCF,; minimizado, os resultados ndo s3o vélidos e deve realizar-se um ensaio completo.

Caso o BCF,, obtido no ensaio minimizado seja préximo de um valor regulamentar critico, deve realizar-se um
ensaio completo. Caso contrério (valor muito superior ou inferior aos valores regulamentares criticos), pode ndo ser
necessario realizar um ensaio completo; se exigido pelo quadro regulamentar aplicdvel, pode realizar-se um ensaio
completo com uma tdnica concentragio.

Caso se considere, ap6s um ensaio minimizado com uma concentra¢do, que é necessario um ensaio completo, este
pode ser executado com uma segunda concentragdo. Se os resultados forem coerentes, é possivel dispensar um
ensaio completo adicional com uma concentragio diferente, j4 que ndo se prevé que a bioconcentragio da
substancia dependa da concentragdo. Se o ensaio minimizado tiver sido realizado com duas concentracdes e os
resultados ndo demonstrarem qualquer dependéncia da concentra¢io, é possivel executar o ensaio total com uma
tinica concentragdo (cf. ponto 87).

(") Quando sdo medidos apenas dois valores, é possivel obter estimativas dos intervalos de confianca para o BCF,, mediante uma técnica de
estimativa da variancia. Quando também se encontram disponiveis valores intermédios, é possivel calcular intervalos de confianga para
0 BCF,,, como no teste completo.
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Relatério de ensaio

O relatério do ensaio minimizado deve incluir todas as informagdes exigidas para o ensaio completo (¢f. ponto 81),
exceto aquelas cuja obten¢do ndo é possivel (ou seja, uma curva que demonstre o surgimento do estado estaciondrio
e o fator de bioconcentracdo do estado estaciondrio; neste dltimo caso, deve apresentar-se, em vez disso, o BCF
minimizado). Deve também incluir os fundamentos para a utilizagio do ensaio minimizado e o BCF,,, resultante.

C.13 — IlI Ensaio de bioacumulagio com exposicio por via alimentar em peixes

INTRODUCAO

Deve utilizar-se o método descrito na presente sec¢do para substincias relativamente as quais a metodologia da
exposi¢do aquosa nio ¢ vidvel (por exemplo, por ndo ser possivel manter concentragdes estdveis e determindveis na
dgua nem atingir cargas corporais adequadas em 60 dias de exposicdo; ver secgdes anteriores sobre o método de
exposicdo aquosa). Contudo, ¢ necessdrio estar consciente de que o pardmetro do presente ensaio é um fator de
bioamplificacdo por via alimentar (BMF) em vez de um fator de bioconcentragio (BCF) ().

Na conferéncia SETAC-Europe realizada em Madrid em maio de 2001, foi apresentado um novo método para
a realizagdo de ensaios de bioacumulacio de substancias orgdnicas pouco soltveis em dgua (36). Este trabalho
baseou-se em vérios estudos de bioacumulagdo relatados na literatura que utilizam um método de dosagem com
alimentacdo enriquecida — vide, por exemplo, (37). No inicio de 2004, foi apresentado a um grupo de trabalho da
UE sobre substancias PBT um projeto de protocolo (38) destinado a determinar o potencial de bioacumulagio de
substncias orgénicas pouco soliiveis em dgua as quais o método normal de bioconcentra¢do com exposi¢do aquosa
ndo era aplicdvel, juntamente com um documento de base de apoio (39). Uma das justificagdes adicionais
apresentadas para o método foi que a exposicdo potencial por via do ambiente a estas substincias pouco solaveis
(log Koy >5) pode ocorrer, em larga escala, através da alimentagdo (cf. (40) (41) (42) (43) (44)). Por este motivo, os
ensaios de exposicio por via alimentar sio mencionados em alguns regulamentos relativos aos produtos
quimicos (3). Todavia, note-se que o método descrito evita cuidadosamente a exposi¢do através da fase aquosa, pelo
que ndo é possivel comparar diretamente um BMF decorrente do presente método de ensaio com um BMF obtido
por meio de um estudo de campo (no qual é possivel combinar as exposi¢des aquosa e por via alimentar).

A presente seccio do método de ensaio baseia-se nesse protocolo (38) e constitui um novo método que ndo
constava da anterior versio do método C.13. Este ensaio alternativo permite que a via de exposi¢do alimentar seja
diretamente analisada em condi¢es laboratoriais controladas.

Os investigadores interessados devem consultar os pontos 1 a 14 do presente método de ensaio para informagdes
sobre as circunstancias em que o ensaio de exposicdo por via alimentar pode ser preferivel ao ensaio de exposicio
por via aquosa. Apresentam-se informagdes sobre vdrios aspetos relativos as substancias, que devem ser tidos em
conta antes da realizagdo de um ensaio.

Pode ponderar-se a utilizagdo de substincias com marcacgio radioativa com uma fundamentagio semelhante as do
método de exposicdo aquosa (cf. pontos 6 e 65).

E possivel utilizar o método por via alimentar para ensaiar mais do que uma substincia num tnico ensaio, desde
que se cumpram determinados critérios, referidos de forma mais pormenorizada no ponto 112. Neste caso, por
motivos de simplicidade, o método descreve um ensaio com apenas uma substancia em estudo.

O ensaio por via alimentar é semelhante a0 método de exposi¢do aquosa em muitos aspetos, com a excecdo
evidente da via de exposi¢do. Assim, muitos aspetos do método aqui descrito sobrepdem-se ao método de
exposi¢do por via aquosa descrito na secgdo anterior. Na medida do possivel, apresentam-se referéncias cruzadas
para os niimeros pertinentes na sec¢do anterior, mas, no interesse da facilidade de leitura e da compreensdo, sio
inevitdveis algumas duplicagdes.

(") Ver apéndice 1 para defini¢des e unidades

(}) Para efeitos do Regulamento (CE) n.> 1907/2006 relativo ao registo, avaliagdo, autorizagdo e restri¢do de produtos quimicos (REACH)
(JO L 396 de 30.12.2006, p. 1), esta questdo é abordada no documento Guidance on Information Requirements and Chemical Safety
Assessment, capituloR.7¢,R.7.10.3.1; R.7.10.4.1; figura R7.10-2.
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PRINCIPIO DO ENSAIO

Podem utilizar-se condigdes dindmicas ou semiestdticas (cf. ponto 4); recomendam-se as condi¢des dindmicas para
limitar a potencial exposi¢do da substincia em estudo através da dgua em resultado de qualquer dessorc¢do dos
alimentos enriquecidos ou das fezes. O ensaio compreende duas fases: fixacdo (substancia em estudo-alimentacdo
enriquecida) e depuragdo (alimentacdo limpa, sem tratamento) — cf. ponto 16. Na fase de fixa¢do, um grupo de
peixes de ensaio é alimentado, diariamente, com uma dieta constituida por alimento comercial para peixes, de
composicdo conhecida, enriquecido com a substincia em estudo. Idealmente, os peixes devem consumir todo
o alimento oferecido (¢f. ponto 141). De seguida, sdo alimentados com alimento comercial para peixes ndo tratado
durante a fase de depuracdo. No que respeita ao método de exposicdo por via aquosa, é possivel utilizar, se
necessdrio, mais do que um grupo de ensaio com diferentes concentra¢des da substancia em estudo; porém, para
a maioria das substancias organicas muito hidréfobas, um grupo de ensaio é suficiente (¢f. pontos 49 e 107). Caso
se utilizem condi¢des semiestéticas, os peixes devem ser transferidos para um novo meio efou uma nova célula de
ensaio no final da fase de fixacdo, se o meio efou o equipamento utilizados na fase de fixagdo tiverem sido
contaminados com a substancia em estudo por lixiviagdo. As concentragdes da substancia em estudo nos peixes sdo
determinadas em ambas as fases do ensaio. Para além do grupo de peixes alimentado com a dieta enriquecida
(grupo de ensaio), mantém-se um grupo de peixes de controlo em condi¢des idénticas, sendo os animais
alimentados de modo idéntico, com a exce¢do de o alimento comercial para peixes ndo ser enriquecido com
a substincia em estudo. Este grupo de controlo permite a quantificacdo dos niveis de fundo da substincia em
estudo nos peixes ndo expostos e serve de comparagdo para quaisquer efeitos adversos, relacionados com
o tratamento, observados no(s) grupo(s) de ensaio ('). Além disso, permite a comparagio das constantes de
velocidade de crescimento entre grupos, para verificar que foram consumidas quantidades semelhantes da dieta
oferecida (na explicagdo das diferencas entre as constantes de velocidade de crescimento, devem também ser tidas
em conta eventuais diferencas na palatabilidade das dietas; cf. ponto 138). E importante que, tanto na fase de
fixagdo como na de depuracdo, sejam fornecidas aos grupos de ensaio e de controlo dietas equivalentes em termos
nutricionais.

De acordo com a experiéncia dos criadores do método, uma fase de fixagdo compreendida entre 7 e 14 dias é, em
geral, suficiente (38) (39). Este intervalo deve minimizar o custo da realizacdo do ensaio, continuando a garantir
uma exposi¢io suficiente & maioria das substancias. Contudo, em alguns casos, a fase de fixacdo pode ser
prolongada (¢f. ponto 127). Durante a fase de fixagdo, a concentracdo da substancia nos peixes pode ndo atingir
o estado estaciondrio, pelo que os resultados e o tratamento dos dados decorrentes deste método se baseiam, em
regra, numa andlise cinética dos residuos presentes nos tecidos. (Nota: Neste caso, bem como no ensaio de
exposicdo aquosa, é possivel aplicar as equacdes para a estimativa do surgimento do estado estaciondrio — ver
apéndice 5). A fase de depuracdo tem inicio quando os peixes sdo pela primeira vez alimentados com uma dieta
ndo enriquecida e, em geral, a sua duragdo é de, no médximo, 28 dias, ou até que deixe de ser possivel quantificar
a substancia em estudo no peixe inteiro, consoante o que ocorrer primeiro. A fase de depuracio pode ser reduzida
ou prolongada para além de 28 dias, consoante a evolucdo das concentragdes quimicas determinadas e da dimensdo
dos peixes com o tempo.

Este método permite a determinacdo da semivida especifica da substancia (t,,, a partir da constante de velocidade
de depuracio, k,), da eficiéncia de assimilagdo (absor¢do intestinal; a), do fator de bioamplificacdo cinético por via
alimentar (BMF,), do fator de bioamplificagdo cinético por via alimentar, corrigido em funcdo do crescimento
(BMFy,), e do fator de bioamplificacdo cinético por via alimentar, corrigido em fungio dos lipidos (*) (BMFy,) (e/ou
do fator de bioamplificagdo cinético por via alimentar corrigido em fungdo do crescimento e dos lipidos, BMFy),
para a substancia em estudo, nos peixes. No que diz respeito ao método de exposicdo aquosa, o aumento da massa
dos peixes durante o ensaio resultard na diluicio da substancia em estudo no peixe em crescimento e, como tal,
0 BMF (cinético) serd subestimado se ndo for corrigido em fun¢do do crescimento (¢f. pontos 162 e 163). Além
disso, caso se considere que se atingiu o estado estaciondrio na fase de fixacdo, é possivel calcular um BMF
indicativo do estado estaciondrio. Encontram-se disponiveis metodologias que tornam possivel estimar um fator de
bioconcentragdo cinético (BCF,) a partir de dados gerados no estudo relativo a via alimentar (por exemplo, (44) (45)
(46) (47) (48). As vantagens e desvantagens destas metodologias sdo debatidas no apéndice 8.

O ensaio foi concebido sobretudo para substancias organicas nio polares pouco soliveis que, nos peixes, seguem
aproximadamente uma cinética de fixagdo e de depuracdo de primeira ordem. Caso uma substincia ensaiada ndo
siga aproximadamente uma cinética de fixacdo e de depuragio de primeira ordem, hd que recorrer a modelos mais
complexos (ver referéncias no apéndice 5) e procurar aconselhamento de um perito em bioestatistica ou farmacoci-
nética.

(") No que se refere a maior parte das substincias em estudo, ndo se deve, idealmente, efetuar determinac¢des na dgua de controlo. As concen-
tragdes de fundo s6 devem ser relevantes no caso dos materiais presentes na natureza (por exemplo, alguns metais) e as substancias
muito disseminadas no ambiente.

(% Uma vez que o BMF ¢é definido como o récio entre a concentracio de uma substancia num organismo e a que se encontra presente nos
alimentos do organismo no estado estaciondrio, os lipidos sdo tidos em conta através da correcdo do teor de lipidos no organismo e nos
alimentos, pelo que é mais corretamente descrito como uma «corregdo» Esta metodologia difere da «normalizagdo» para um teor de
lipidos definido no organismo, como se verifica no ensaio de bioconcentragdo de exposigao aquosa.
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Em regra, o BMF ¢ determinado através da andlise da substancia em estudo no peixe inteiro, em relagdo a massa
hiimida. Se pertinente para os objetivos do estudo, é possivel recolher tecidos especificos (por exemplo, miisculo,
figado) para amostra, se o peixe se dividir em partes comestiveis e ndo comestiveis (¢f. ponto 21). Além disso, pode
proceder-se a remocdo e andlise separada do aparelho digestivo para determinar o contributo para as concentragdes
do peixe inteiro no que se refere aos pontos de amostragem no final da fase de fixagdo e perto do inicio da fase de
depuragdo, ou no contexto de uma metodologia de balango de massas.

Deve determinar-se o teor de lipidos dos peixes inteiros recolhidos para amostra, corrigindo as concentragdes em
funcio dos lipidos, tendo em conta o teor de lipidos tanto da dieta como dos peixes (cf. pontos 56 e 57 e
apéndice 7).

Os peixes recolhidos para amostra devem ser pesados, devendo o seu peso ser registado e relacionado com
a concentracdo de produto quimico determinada em cada peixe (p.. ex., através de um cddigo de identificacdo tnico
para cada peixe recolhido para amostra), para efeitos de cdlculo do crescimento que pode ocorrer durante o ensaio.
Sempre que possivel, deve-se igualmente medir o comprimento total dos peixes (!). Os dados relativos ao peso sdo
também necessdrios para estimar o BCF através dos dados de depuragio do ensaio por via alimentar.

INFORMACOES RELATIVAS A SUBSTANCIA EM ESTUDO

Deve dispor-se de informacdes sobre a substancia em estudo, tal como descrito nos pontos 3 e 22. Em regra, ndo é
necessario utilizar um método analitico para determinar as concentragdes da substancia em estudo na dgua; sdo,
contudo, necessdrios métodos com sensibilidade adequada para determinar as concentra¢des nos alimentos dos
peixes e nos tecidos destes.

E possivel ensaiar mais do que uma substincia num tnico ensaio. Todavia, as substincias em estudo devem ser
compativeis entre si, para que ndo interajam nem alterem a sua identidade quimica quando forem introduzidas na
alimentacdo dos peixes. O objetivo consiste em que os resultados determinados para cada substincia ensaiada em
conjunto ndo sejam muito diferentes dos resultados que se obteriam em caso de realizagio de ensaios individuais
a cada substincia. Devem realizar-se andlises preliminares para determinar a possibilidade de recuperar cada
substancia a partir de alimentos enriquecidos com vdrias substincias, bem como de amostras de tecidos dos peixes
com i) recuperagdes elevadas (por exemplo, > 85 % do valor nominal) e ii) a sensibilidade necesséria para o ensaio.
A dose total de substincias ensaiadas em conjunto deve ser inferior & concentra¢do combinada passivel de provocar
efeitos toxicos (cf. ponto 51). Além disso, a concegdo experimental deve ter em conta possiveis efeitos adversos nos
peixes, bem como o potencial de efeitos interativos (por exemplo, efeitos metabdlicos) associados ao ensaio
simultdneo de vdrias substancias. Deve evitar-se 0 ensaio simultineo de substncias ionizdveis. Em termos de
exposicdo, o método também é adequado para misturas complexas (cf. ponto 13, embora se registem as mesmas
limita¢es na andlise do que em qualquer outro método).

VALIDADE DO ENSAIO
O ensaio serd considerado vélido se se verificarem as seguintes condigdes (cf. ponto 24):
— A variagdo da temperatura da dgua deve ser inferior a + 2 °C nos grupos de tratamento ou de controlo;

— A concentragdo de oxigénio dissolvido ndo deve ser inferior a 60 % do valor da concentragio de saturacdo com
ar;

— A concentra¢do da substancia em estudo na alimentacio dos peixes antes da fase de fixa¢do e no final da
mesma ndo deve exceder o intervalo de + 20 % (com base em pelo menos trés amostras em ambos os
momentos);

— Deve demonstrar-se um elevado grau de homogeneidade da substancia no alimento nas andlises preliminares
efetuadas a dieta enriquecida; pelo menos trés amostras da concentracdo da substancia recolhidas no inicio do
ensaio ndo devem variar mais do que £ 15 % relativamente a média;

(") Deve registar-se igualmente o comprimento total durante o ensaio, uma vez que ¢ um bom indicador da ocorréncia de um efeito adverso.
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— Nos alimentos ndo enriquecidos ou nos tecidos dos peixes do lote de controlo, ndo se devem detetar concen-
tragdes da substancia em estudo, ou estas devem encontrar-se presentes apenas em niveis vestigiais normais, em
relagdo as amostras tratadas;

— A mortalidade ou quaisquer outros efeitos nocivos registados no final do ensaio, tanto no que respeita ao grupo
de controlo como ao grupo de ensaio, deve ser < 10 %; se o ensaio for prolongado por algum motivo, os
efeitos adversos em ambos os grupos devem ser < 5 % por més e < 30 % cumulativamente. Diferengas signifi-
cativas no crescimento médio entre os lotes de controlo e de ensaio dos peixes recolhidos para amostra podem
indicar um efeito toxico da substincia em estudo.

SUBSTANCIAS DE REFERENCIA

Caso um laboratdrio nunca tenha realizado o ensaio ou se tenham registado alteragdes significativas (por exemplo,
alteracdo do fornecedor ou da estirpe dos peixes, espécie diferente, alteracio significativa da dimensdo dos peixes ou
do método de enriquecimento, etc.), recomenda-se a realizagio de um estudo de competéncia técnica com uma
substancia de referéncia. Esta é utilizada, sobretudo, para determinar se a técnica de enriquecimento dos alimentos é
adequada para garantir a homogeneidade e biodisponibilidade mdximas das substincias em estudo. O hexacloro-
benzeno (HCB) constitui um exemplo de substancia hidréfoba ndo polar ja utilizada, mas, atendendo as suas
propriedades perigosas, deve ponderar-se o recurso a outras substincias para as quais existam dados de fixacdo e
bioamplificacdo fidveis (). Se for utilizada uma substincia de referéncia, o relatério de ensaio deve conter
informagdes bésicas sobre a mesma, nomeadamente o nome, o grau de pureza, o niimero CAS, a estrutura, dados
de toxicidade (caso se disponha deles), bem como sobre as substancias em estudo (cf. pontos 3 e 22).

DESCRICAO DO METODO

Equipamento

Os materiais e equipamentos devem ser utilizados do modo descrito no método de exposi¢do aquosa (cf. ponto 26).
Deve utilizar-se um sistema de ensaio de renovagio dindmica ou estdtica que proporcione um volume suficiente de
dgua de dilui¢do aos tanques de ensaio. Os caudais devem ser registados.

Agua

A dgua de ensaio deve ser utilizada do modo descrito no método de exposi¢do aquosa (¢f. pontos 27-29). O meio
de ensaio deve ser caracterizado como descrito e a respetiva qualidade deve permanecer constante durante o ensaio.
No inicio do ensaio, o teor de particulas naturais e o carbono organico total devem ser tdo baixos quanto possivel
(¢ 5 mgfl particulas; < 2 mg/l carbono organico total). S6 é necessdrio determinar o COT antes do ensaio no
contexto da caracterizagdo da dgua (cf. ponto 53).

Regime alimentar

Recomenda-se alimento para peixes disponivel no mercado (dieta granulada flutuante efou que afunde lentamente),
caracterizado, pelo menos, pelo teor de proteinas e gordura. Os alimentos devem ser constituidos por granulados de
tamanho uniforme para aumentar a eficiéncia da exposi¢do aos mesmos, ou seja, os peixes comerdo mais alimentos
em vez de ingerirem os pedagos maiores € ndo os pequenos. Os granulados devem ter uma dimensio adequada ao
tamanho dos peixes no inicio do ensaio (o didmetro de cada grinulo pode ser sensivelmente 0,6-0,85 mm, para
peixes com um comprimento total entre 3 e 7 cm, e 0,85-1,2 mm, para peixes com um comprimento total entre 6
e 12 cm). E possivel ajustar a dimensdo dos granulados em func¢do do crescimento dos peixes no inicio da fase de
depuragdo. O anexo 7 apresenta um exemplo de uma composi¢do alimentar adequada disponivel no mercado. Nos
ensaios para o desenvolvimento do método, foram geralmente utilizados regimes alimentares com um teor de
lipidos total entre 15 e 20 % (p/p). Em algumas regides, podem nio se encontrar disponiveis alimentos para peixes
com uma concentracdo de lipidos tdo elevada. Nesse caso, os estudos podem utilizar alimentos com uma
concentragdo de lipidos inferior, podendo, se necessario, ajustar-se a taxa de alimentagdo em conformidade para
manter a saide dos peixes, com base em ensaios preliminares. O teor de lipidos total das dietas do grupo de ensaio
e do grupo de controlo deve ser determinado e registado antes do inicio do ensaio e no final da fase de fixacdo.
O relatério deve conter as informagdes facultadas pelo fornecedor do alimento comercial no respeitante ao teor de
nutrientes, humidade, fibra e cinzas, e, se possivel, minerais e residuos de pesticidas (p. ex., poluentes prioritarios
«NOrmais»).

(") O HCB consta dos anexos A e C da Convengio de Estocolmo e dos anexos I e Il do Regulamento (CE) n.c 850/2004 relativo a poluentes
organicos persistentes (JO L 158 de 30.4.2004, p. 7)
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Aquando do enriquecimento dos alimentos com a substincia em estudo, devem envidar-se todos os esforcos para
garantir a homogeneidade em toda alimentacio de ensaio. A concentragdo da substincia em estudo nos alimentos
do grupo de ensaio deve ser selecionada tendo em conta a sensibilidade da técnica analitica, a toxicidade da
substincia em estudo (NOEC, se conhecida) e os dados fisico-quimicos relevantes. Se utilizada, a substincia de
referéncia deve, preferentemente, ser incorporada numa concentragio proxima de 10 % da concentragio da
substincia em estudo — ou, em qualquer caso, o minimo possivel —, sob reserva de uma anélise de sensibilidade
(p. ex., para o hexaclorobenzeno, considera-se aceitdvel uma concentragio de 1-100 pgf/g nos alimentos; ver
a referéncia 47 para informagdes adicionais sobre as eficiéncias de assimilacio do HCB).

Os alimentos dos peixes podem ser enriquecidos com a substincia em estudo de vdrias formas, consoante as
caracteristicas fisicas e a solubilidade da mesma (ver apéndice 7 para informacdes adicionais sobre os métodos de
enriquecimento):

— Se a substancia for solavel e estivel em triglicéridos, deve ser dissolvida numa pequena quantidade de 6leo de
peixe ou dleo vegetal comestivel antes de ser misturada com o alimento dos peixes. Neste caso, hd que evitar
produzir uma ragdo com um teor de lipidos demasiado elevado, tendo em conta o teor de lipidos natural da
alimentagdo enriquecida, adicionando a quantidade minima conhecida de Odleo necessdria para atingir
a distribuicdo e homogeneidade da substancia em estudo nos alimentos, ou;

— A alimentagio deve ser enriquecida recorrendo a um solvente orgdnico adequado, desde que isso ndo
comprometa a homogeneidade e a biodisponibilidade (pode ocorrer a formagdo de (micro)cristais da substincia
em estudo nos alimentos em consequéncia da evapora¢io do solvente e nio existe uma forma ficil de provar
que tal ndo se verificou; cf. (49)), ou;

— Os liquidos ndo viscosos devem ser adicionados diretamente aos alimentos dos peixes, mas devem ser bem
misturados para promover a homogeneidade e facilitar uma boa assimilagdo. A técnica de mistura deve garantir
a homogeneidade do alimento enriquecido.

Num niimero reduzido de casos — p. ex., substincias em estudo menos hidréfobas e mais suscetiveis de dessorcio
dos alimentos —, pode ser necessario revestir os granulados alimentares preparados com uma pequena quantidade
de dleo de peixe/milho (ver ponto 142). Nestes casos, os alimentos de controlo devem ser tratados de forma
semelhante e deve utilizar-se a alimentagdo final preparada para determinar o teor de lipidos.

Se for utilizada uma substincia de referéncia, os resultados relativos a esta devem ser compardveis aos dados de
estudos disponiveis na literatura levados a cabo em condicbes semelhantes com uma taxa de alimentacio
compardvel (c¢f. ponto 45) e os pardmetros especificos da substincia de referéncia devem cumprir os critérios
relevantes constantes do ponto 113 (3.9, 4.2 e 5.0 travessdes).

Caso se utilize um 6leo ou um solvente como excipiente para a substincia em estudo, deve misturar-se uma
quantidade equivalente do mesmo (excluindo a substincia em estudo) com o regime alimentar de controlo, de
modo a manter a equivaléncia com a alimentacdo enriquecida. E importante que, tanto na fase de fixacdo como na
de depuragdo, sejam fornecidas aos grupos de ensaio e de controlo dietas equivalentes em termos nutricionais.

A alimentacdo enriquecida deve ser armazenada em condi¢bes que mantenham a estabilidade da substincia em
estudo na alimentacdo (p. ex., refrigeragdo), devendo registar-se essas condigdes.

Selecdo das espécies de peixes

Podem utilizar-se as espécies de peixes especificadas para a exposicdo aquosa (¢f. ponto 32 e apéndice 3). A truta-
-arco-iris (Oncorhynchus mykiss), a carpa (Cyprinus carpio) e o vairdo-de-cabeca-grande (Pimephales promelas) foram
habitualmente utilizados em estudos de bioacumulagdo por via alimentar com substincias organicas antes da
publicagdo do presente método. As espécies de ensaio devem ter um comportamento alimentar que resulte no
consumo rapido da ragio alimentar administrada, para minimizar qualquer fator que influencie a concentracdo da
substancia em estudo nos alimentos (p. ex., lixiviagdo para a dgua e a possibilidade de exposicdo aquosa). Devem
utilizar-se peixes na gama de tamanho/peso recomendada (¢f. apéndice 3). Os peixes ndo devem ser de uma
dimensdo demasiado reduzida para ndo dificultarem as andlises numa base individual. As espécies ensaiadas numa
fase da vida com crescimento rdpido podem complicar a interpretagio dos dados; as taxas de crescimento elevadas
podem influenciar o célculo da eficiéncia de assimilagdo (').

(") Em caso de rdpido crescimento durante a fase de fixagdo, a taxa de alimentacdo real diminuird para valores inferiores aos determinados
no inicio da exposicdo.
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Confinamento dos peixes

Os critérios de aceitacdo relativos a aclimata¢do, a mortalidade e a doenca sdo idénticos aos aplicdveis ao método de
exposicdo aquosa antes da realizacdo do ensaio (¢f. pontos 33-35).

REALIZACAO DO ENSAIO

Trabalhos anteriores ao estudo e ensaio de determinacio da gama de concentragdes

O trabalho analitico prévio ao estudo é necessirio para demonstrar a recuperacdo da substancia dos tecidos dos
peixes/alimentos enriquecidos. Nem sempre é necessdrio efetuar um ensaio de determinagio da gama de concen-
tracdes para selecionar uma concentracio adequada nos alimentos. Para efeitos de demonstragdo da ndo ocorréncia
de efeitos adversos e de avaliagio da palatabilidade da alimentacio enriquecida, da sensibilidade do método analitico
aplicado aos tecidos dos peixes e aos alimentos e da selecio da taxa de alimentagdo adequada e dos intervalos de
amostragem durante a fase de depuragdo, etc, podem realizar-se experiéncias preliminares facultativas com
a alimentagdo. Um estudo preliminar pode ser ttil para estimar o nimero de peixes necessdrio para efeitos de
amostragem durante a fase de depuragdo. Esse estudo pode resultar na redugio significativa do niimero de peixes
utilizado, especialmente no que se refere a substancias em estudo especialmente suscetiveis ao metabolismo.

Condigdes de exposicio

Duragiio da fase de fixacdo

Em regra, é suficiente uma fase de fixacdo de 7 a 14 dias, durante a qual um grupo de peixes é alimentado com
a dieta de controlo e outro grupo alimentado, diariamente, com uma racdo fixa da dieta de ensaio, que varia em
funcio da espécie ensaiada e das condi¢des experimentais, por exemplo, entre 1 e 2 % do peso corporal (massa
hiimida) no caso da truta-arco-iris. A taxa de alimentacio deve ser selecionada de modo a evitar o crescimento
rdpido e um grande aumento do teor de lipidos. Se necessdrio, a fase de fixagdo pode ser prolongada com base na
experiéncia pratica de estudos anteriores ou no conhecimento da fixagdo/depuracio da substincia em estudo (ou de
uma substancia analoga) nos peixes. O inicio do ensaio ¢ definido como o momento da primeira administragio de
alimentos enriquecidos. Um dia experimental tem inicio com a alimentacdo e termina pouco antes (p. ex., uma
hora) da alimentacio seguinte. Por conseguinte, o primeiro dia experimental de fixacdo tem inicio com a primeira
administragdo de alimentos enriquecidos e termina pouco antes da segunda administragio dos mesmos. Na prdtica,
a fase de fixacdo termina pouco antes (por exemplo, uma hora) da primeira alimentagdo sem a adi¢do da substancia
em estudo, uma vez que os peixes continuardo a digerir alimentos enriquecidos e a absorver a substancia em estudo
nas 24 horas seguintes. No que se refere ao método analitico, é importante garantir que se atinge uma carga
corporal (ndo tdxica) suficientemente elevada da substincia em estudo, de modo a que seja possivel, pelo menos,
determinar uma reducdo da ordem de grandeza durante a fase de depuragdo. Em casos especiais, pode utilizar-se
uma fase de fixacdo prolongada (até 28 dias) com recolha de amostras adicionais de modo a obter informagdes
sobre a cinética de fixacdo. Durante a fixacdo, a concentragdo nos peixes pode ndo atingir o estado estaciondrio.
Neste caso, como no ensaio de exposi¢do por via aquosa, podem ser aplicadas equacdes para estimar o surgimento
do estado estaciondrio, indicador da provavel duragdo necessdria para atingir concentrag¢des significativas nos peixes
(f. apéndice 5).

Em alguns casos, pode saber-se que a fixa¢do da substdncia nos peixes durante 7-14 dias serd insuficiente para que
a concentragdo utilizada nos alimentos seja suficientemente elevada para permitir analisar nos peixes, pelo menos,
uma redugdo da ordem de grandeza durante a depuragdo — quer devido a uma fraca sensibilidade analitica quer
a uma eficiéncia de assimilagdo reduzida. Nesses casos, pode ser vantajoso prolongar a fase de alimentagdo inicial
para além dos 14 dias; se se tratar, nomeadamente, de substancias muito metabolizaveis, deve ponderar-se o recurso
a uma concentra¢do alimentar mais elevada. Todavia, durante a fixagdo, hd que manter a carga corporal inferior a
concentragdo prevista sem efeitos crénicos observaveis (NOEC) nos tecidos dos peixes (¢f. ponto 138).
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Duragio da fase de depuragdo

Em regra, a depuragio dura, no mdximo, 28 dias, tendo inicio quando os peixes do grupo de ensaio sdo
alimentados com uma dieta pura e ndo tratada, apds a fase de fixagdo. A depuragdo tem inicio com a primeira
alimentagdo «ndo enriquecida» e ndo imediatamente apds a tltima alimentacdo «enriquecida» uma vez que os peixes
continuardo a digerir os alimentos e a absorver a substancia em estudo nas 24 horas seguintes, tal como referido
no ponto 126. Portanto, a primeira amostra da fase de depuragdo é recolhida pouco antes da segunda alimentacdo
com a dieta ndo enriquecida. Este periodo de depuragdo destina-se a captar substancias com uma potencial semivida
méxima de 14 dias, coerente com a das substincias biocumulativas ('), pelo que um periodo de 28 dias engloba
duas semividas destas substincias. No caso de substancias com bioacumulacio muito elevada, pode ser vantajoso
prolongar a fase de depuracdo (se houver indicagdes nesse sentido com base em ensaios preliminares).

Se uma substancia for depurada muito lentamente, impossibilitando a determina¢io exata da semivida na fase de
depuragdo, as informagdes podem ser, todavia, suficientes, num contexto de avaliacdo, para indicar um nivel
elevado de bioacumulagdo. Pelo contrdrio, se uma substincia for depurada muito rapidamente, impossibilitando
a obtengdo de uma concentragio fidvel no instante zero (concentragio no final da fixagdo/inicio da depuragio, C,,)
e de k,, é possivel determinar uma estimativa prudente de k, (¢f. apéndice 7).

Caso as andlises dos peixes em intervalos anteriores (por exemplo, 7 ou 14 dias) demonstrem que a substincia se
depurou até niveis inferiores aos niveis de quantificacdo antes do final do periodo de 28 dias, pode ndo se proceder
a recolha subsequente de amostras e concluir-se o ensaio.

Em alguns casos, é possivel que ndo se verifique uma fixacdo quantificdvel da substincia em estudo no final do
perfodo de fixacdo, nem com a segunda amostra de depuragdo. Se for possivel demonstrar que: i) sio cumpridos os
critérios de validade constantes do ponto 113; e ii) a auséncia de fixagdo ndo se deve a outra deficiéncia do ensaio
(por exemplo, duragdo insuficiente da fase de fixacdo, deficiéncia na técnica de enriquecimento da alimentagdo
conducente a uma fraca biodisponibilidade, falta de sensibilidade do método analitico, ndo-consumo dos alimentos
pelos peixes, etc.), pode ser possivel concluir o estudo sem a necessidade de o realizar novamente com uma fase de
fixacdo mais longa. Se o trabalho preliminar tiver indicado que tal pode ser o caso, recomenda-se a andlise das
fezes, se possivel, para determinar a ocorréncia da substincia em estudo ndo digerida, como parte de uma
metodologia de balango de massas.

Niimero de peixes

Tal como no ensaio de exposi¢do por via aquosa, devem selecionar-se peixes de peso e comprimento semelhantes,
sendo que os peixes mais pequenos ndo devem apresentar um peso inferior a dois ter¢os do peso do peixe maior
(df- pontos 40-42).

O ntmero total de peixes para o ensaio deve ser selecionado com base no calenddrio de amostragem (um minimo
de uma amostra no final da fase de fixacdo e quatro a seis amostras durante a fase de depuragdo, mas dependendo
das duracdes das fases), tomando em conta a sensibilidade da técnica analitica, a concentragdo suscetivel de ser
alcancada no final da fase de fixagdo (com base em conhecimentos prévios) e a dura¢do da depuragio (caso seja
possivel fazer uma estimativa com base em conhecimentos prévios). Devem recolher-se cinco a dez peixes em cada
amostragem, medindo-se os pardmetros de crescimento (peso e comprimento total) antes da andlise do produto
quimico ou dos lipidos.

Devido a variabilidade do tamanho, da velocidade de crescimento e da fisiologia entre os peixes, bem como a
provavel variacdo da quantidade de dieta administrada que cada peixe consome, devem ser recolhidos para amostra,
em cada intervalo, pelo menos cinco peixes do grupo de ensaio e cinco do grupo de controlo, com vista
a estabelecer de modo adequado a concentracio média e a respetiva variabilidade. Atendendo as metodologias
analiticas utilizadas, a variabilidade entre os peixes é suscetivel de contribuir mais para a variabilidade ndo
controlada total no ensaio do que a variabilidade inerente, o que, em alguns casos, justifica a utilizacio de um
nimero maximo de dez peixes por ponto de amostragem. Todavia, se as concentragdes de fundo da substincia em
estudo nos peixes do lote de controlo ndo forem quantificdveis no inicio da depuracdo, pode ser suficiente a andlise
quimica de dois a trés peixes deste lote apenas no intervalo de amostragem final, desde que os restantes peixes do
lote de controlo sejam recolhidos em todos os pontos de amostragem para determinagio do peso e do
comprimento total (colheita do mesmo nimero de amostras nos grupos de ensaio e de controlo, para efeitos de
determinagdo do crescimento). Os peixes devem ser armazenados e pesados individualmente — mesmo que se
verifique a necessidade de combinar subsequentemente os resultados das amostras —, devendo também medir-se
o comprimento total.

(") Num estudo de exposi¢do aquosa, uma semivida de 14 dias corresponderia a um BCF de cerca de 10 000 1/kg utilizando peixes de 1 g
com uma respetiva velocidade de fixagdo de cerca de 500 L/kg/d (segundo a equacdo de Sijm et al (46)).
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Um ensaio normal com cinco amostras cuja fase de depuragio dure, por exemplo, 28 dias, implica a utilizagdo de
um total de 59-120 peixes do grupo de ensaio e 50-110 do grupo de controlo, partindo do principio de que
a técnica analitica da substancia permite efetuar a andlise do teor de lipidos nos peixes em causa. Se nio for possivel
realizar a andlise aos lipidos nos mesmos peixes que foram objeto da andlise do produto quimico nem utilizar os
peixes do lote de controlo apenas para a andlise aos lipidos (¢f. ponto 56), sdo necessdrios 15 peixes adicionais (trés
da populagdo de reserva no inicio do ensaio, trés dos grupos de controlo e de ensaio no inicio da depuragio e trés
dos grupos de controlo e de ensaio no final da experiéncia). O apéndice 4 apresenta um exemplo de calendério de
amostragem em fungio do niimero de peixes.

Carga

Devem utilizar-se récios dgua/peixes elevados, semelhantes aos utilizados no método de exposi¢do aquosa (cf.
pontos 43 e 44). Embora as taxas de carga peixes/dgua ndo afetem as concentra¢des de exposi¢do neste ensaio,
recomenda-se uma taxa de carga de 0,1-1,0 g de peixes (massa himida) por litro de dgua, por dia, para manter
concentracdes de oxigénio dissolvido adequadas e minimizar a tensdo do organismo de ensaio.

Alimentagdo e dieta de ensaio

Durante o periodo de aclimatagio, os peixes devem ser alimentados com uma dieta adequada, como descrito supra
(ponto 117). Se o ensaio for realizado em condi¢des dindmicas, estas devem ser suspensas durante a alimentagdo
dos peixes.

Durante o ensaio, a dieta do grupo de ensaio deve ser conforme com a descrita supra (pontos 116-121). Para além
da ponderacio de fatores especificos da substincia, da sensibilidade analitica, da concentragdo prevista da dieta em
condi¢des ambientais e da carga corporal/niveis de toxicidade crénica, a selegdo da concentracio da substincia
a incluir na dieta deve ter em conta a palatabilidade do alimento, para que os peixes ndo evitem a sua ingest3o.
A concentragio nominal da substincia em estudo nos alimentos deve ser registada no relatério. Com base na
experiéncia, as concentracdes de enriquecimento entre 1-1 000 pg/g proporcionam um intervalo pratico de
trabalho para as substdncias em estudo que ndo apresentam um mecanismo téxico especifico. No que se refere as
substincias que atuam através de um mecanismo ndo especifico, os niveis de residuos nos tecidos nio devem
exceder 5 pmol/g de lipidos, uma vez que um teor superior a este é suscetivel de implicar efeitos crénicos (19) (48)
(50) (). Relativamente a outras substancias, deverd zelar-se por que ndo ocorram efeitos adversos decorrentes da
exposi¢do acumulada (cf. ponto 127). O que precede é especialmente importante caso se ensaiem vdrias substincias
em simultdneo (cf. ponto 112).

O alimento dos peixes pode ser enriquecido com a quantidade adequada de substancia em estudo por uma de trés
formas, como descrito no ponto 119 e no apéndice 7. Os métodos e procedimentos de enriquecimento da
alimentacdo devem ser documentados no relatorio. Os peixes do lote de controlo sio alimentados com um
alimento ndo tratado que contenha uma quantidade equivalente de 6leofexcipiente ndo enriquecido — caso este
tenha sido utilizado na alimentagdo enriquecida durante a fase de fixagio — ou tratado com solvente puro, caso se
tenha utilizado um solvente como excipiente na preparacio da dieta do grupo de ensaio. Ambas as dietas, com e
sem tratamento, devem ser analisadas, pelo menos, em triplicado, para determinar a concentracdo da substancia em
estudo antes do inicio e no final da fase de fixagdo. Apés a exposicdo aos alimentos tratados (fase de fixacdo), os
peixes de ambos os grupos sdo alimentados com alimento ndo tratado (fase de depuracio).

Os peixes sdo alimentados com uma ragdo fixa, de acordo com a espécie (p. ex., cerca de 1-2 % da massa corporal
hiimida, por dia no caso da truta-arco-iris). A taxa de alimentacio deve ser selecionada de modo a evitar
o crescimento rdpido e um grande aumento do teor de lipidos. Deve registar-se a taxa de alimentagdo exata definida
para a experiéncia. A alimentagdo inicial deve basear-se nas pesagens programadas da popula¢do de reserva imedia-
tamente antes do inicio do ensaio. A quantidade de alimentos deve ser ajustada em fun¢do da massa himida dos
peixes amostrados em cada colheita, para ter em conta o crescimento durante a experiéncia. O peso e
o comprimento dos peixes nos tanques de ensaio e de controlo podem ser estimados a partir do peso e do
comprimento total dos peixes recolhidos em cada amostragem; ndo se devem pesar nem medir os peixes que
permanecem nos tanques de ensaio e de controlo. E importante manter a mesma taxa de alimentagdo durante toda
a experiéncia.

(") Uma vez que as concentracdes internas reais s6 podem ser determinadas depois da realizacdo do ensaio, é necessirio efetuar uma
estimativa das concentragdes internas previstas (p. ex., com base no BMF previsto e na concentragdo nos alimentos; cf. equagdo A5.8 no
apéndice 5).
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Deve vigiar-se a alimentagdo para assegurar que os peixes consomem claramente todo o alimento oferecido, de
forma a garantir a utilizagio de taxas de ingestdo adequadas nos cdlculos. A selecio de uma taxa de alimentagio
que garanta o consumo total dos alimentos fornecidos diariamente deve ter em conta eventuais experiéncias
preliminares de alimentagio ou a experiéncia adquirida. Caso se verifique que permanecem sistematicamente
alimentos por ingerir, pode ser recomendével fornecer uma parte da dose num periodo de alimentagdo adicional
em cada dia (por exemplo, substituir a alimentacdo fornecida uma vez por dia por metade da mesma quantidade
duas vezes por dia). Caso seja necessdria, a segunda alimentacio deve ocorrer a uma determinada hora e ser
cronometrada para que decorra o periodo mdximo possivel antes da recolha dos peixes para amostra (p. ex.,
definindo o momento da segunda alimenta¢do na primeira metade do dia experimental).

Embora, em geral, os peixes consumam os alimentos rapidamente, é importante garantir que a substincia em
estudo permanece adsorvida nos mesmos. Devem envidar-se esfor¢os para evitar que a substincia se disperse na
dgua a partir dos alimentos, expondo assim os peixes a concentragdes aquosas da substincia em estudo para além
da via alimentar. Isso é possivel mediante a remogdo de todo o alimento nio ingerido (e das fezes) dos tanques de
ensaio e de controlo na hora subsequente a alimentacdo — de preferéncia, nos 30 minutos seguintes. Além disso,
pode utilizar-se um sistema no qual a dgua é constantemente limpa por recurso a um filtro de carvio ativado, para
absorver qualquer contaminante dissolvido. Os sistemas dindmicos podem ajudar a escoar rapidamente as particulas
de alimentos e as substancias dissolvidas (*). Em alguns casos, o recurso a uma técnica de preparacdo dos alimentos
enriquecidos ligeiramente alterada pode contribuir para atenuar este problema (ver ponto 119).

Luz e temperatura

Tal como no método de exposigdo por via aquosa (¢f. ponto 48), recomenda-se um fotoperiodo de 12 a 16 horas e
uma temperatura (£ 2 °C) adequada a espécie de ensaio utilizada (cf. apéndice 3). O tipo e as caracteristicas da
iluminacdo devem ser conhecidos e documentados.

Controlos

Deve utilizar-se um grupo de controlo constituido por peixes alimentados com a mesma ra¢io que no caso do
grupo de ensaio, mas sem a substancia em estudo. Caso se utilize um dleo ou solvente como excipiente para
enriquecer a alimentacdo no grupo de ensaio, o alimento do grupo de controlo deve ser tratado exatamente da
mesma forma, mas sem a substincia em estudo, para que as dietas do grupo de ensaio e do grupo de controlo
sejam equivalentes (¢f. pontos 121 e 139).

Frequéncia das determinacgdes da qualidade da dgua

As condi¢des descritas no método de exposi¢do aquosa também sdo aplicdveis neste caso, exceto o facto de apenas
ser necessdrio determinar o COT antes do ensaio como parte da caracterizacio da dgua de ensaio (c¢f. ponto 53).

Amostragem e andlise dos peixes e da dieta

Andlise de amostras da dieta

As amostras das dietas de ensaio e de controlo devem ser analisadas, pelo menos, em triplicado, para determinar
a presenca da substancia em estudo e o teor de lipidos, pelo menos, antes do inicio e no final da fase de fixac¢do. Os
métodos de andlise e os procedimentos para garantir a homogeneidade da dieta devem ser registados no relatdrio.

(") A presenca da substancia em estudo no meio de ensaio em consequéncia das excre¢des dos peixes ou da lixiviagdo dos alimentos pode
ndo ser completamente evitdvel. Como alternativa, pode determinar-se a concentragdo da substincia na dgua no final do perfodo de
fixacdo, especialmente se se utilizar uma instalagio semiestdtica, para ajudar a determinar se ocorreu exposi¢do aquosa.
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As amostras devem ser analisadas pelo método estabelecido e validado para determinar a presenca da substancia em
estudo. Deve efetuar-se um trabalho prévio ao estudo para determinar o limite de quantificagdo, a percentagem de
recuperacdo, as eventuais interferéncias e a variabilidade analitica na matriz da amostra pretendida. Caso se utilize
uma substincia com marcagdo radioativa, devem ser tidos em conta os mesmos aspetos que no método de
exposicdo aquosa, sendo que a andlise da alimentagdo substitui a andlise da dgua (¢f. ponto 65).

Andlise dos peixes

Em cada amostragem, sdo recolhidos entre 5 e 10 peixes dos tratamentos de exposi¢do e de controlo (em alguns
casos, o numero de peixes do lote de controlo pode ser reduzido; ¢f. ponto 134).

Em cada dia experimental, as colheitas de amostras devem ser efetuadas no mesmo momento em relacio a hora da
alimentacdo e ser cronometradas de modo a minimizar a probabilidade da permanéncia de alimento nos intestinos
durante a fase de fixacdo e a parte inicial da fase de depuragdo, com vista a evitar contributos falsos para as concen-
tracdes totais da substincia em estudo (os peixes que constituem as amostras devem ser removidos no final de cada
dia experimental, ndo esquecendo que este tem inicio no momento da alimentagio e termina no momento da
alimentacdo seguinte, cerca de 24 horas depois. A depuragio tem inicio com a primeira alimentagio ndo
enriquecida; ¢f. ponto 128). A primeira amostra da fase de depuragio — recolhida pouco antes da segunda
alimentagdo ndo enriquecida — é importante porque a extrapolagdo para o dia anterior a esta medigdo ¢ utilizada
para estimar a concentragio no instante zero (C,, a concentragdo nos peixes no final da fixagdofinicio da
depuracdo). Facultativamente, o aparelho digestivo dos peixes pode ser removido e analisado em separado no final
da fase de fixagdo e nos dias 1 e 3 da depuragdo.

Em cada colheita de amostra, devem remover-se peixes de ambos os recipientes de ensaio, sendo os peixes tratados
de forma idéntica a descrita no método aquoso (cf. pontos 61-63).

As concentracdes da substancia em estudo nos peixes inteiros (massa himida) sio determinadas, pelo menos, no
final da fase de fixacdo e durante a fase de depuragdo, tanto no grupo de controlo como no grupo de ensaio.
Durante a fase de depuragdo, recomendam-se quatro a seis pontos de amostragem (por exemplo, nos dias 1, 3, 7,
14 e 28). Facultativamente, pode incluir-se um ponto de amostragem adicional apés 1-3 dias de fixagdo, para
estimar a eficiéncia de assimilacdo da fase linear de fixacdo, enquanto os peixes ainda se encontram quase no inicio
do periodo de exposicdo. Sdo possiveis dois desvios ao calenddrio: i) se se utilizar uma fase de fixacdo prolongada
para efeitos de investigacdo da cinética de fixagdo, haverd pontos de amostragem adicionais durante a fase de
fixagdo, pelo que serd necessdrio utilizar um nimero mais elevado de peixes (¢f. ponto 126); ii) se o estudo tiver
sido concluido no final da fase de fixagdo devido a auséncia de fixagdo quantificavel (¢f. ponto 131). Cada peixe
recolhido para amostra deve ser pesado e o respetivo comprimento total medido, para permitir a determinagio das
constantes de velocidade de crescimento. Também ¢é possivel determinar as concentragdes da substancia em tecidos
especificos dos peixes (por¢des comestiveis e ndo comestiveis) no final da fixagdo e em pontos selecionados no
decurso da depuracdo. Caso se ensaie uma substancia com marcacio radioativa, devem ser tidos em os mesmos
aspetos que no método de exposicio aquosa, sendo que a andlise da alimentacdo substitui a andlise da dgua
(f. ponto 65).

No que diz respeito a utilizacdo periddica de uma substancia de referéncia (cf. ponto 25), é preferivel que, no grupo
de ensaio, as concentragdes sejam determinadas no final da fixacdo e em todos os pontos do processo de depuracio
especificados para a substincia em estudo (peixe inteiro); s ¢é necessdrio analisar as concentra¢des no grupo de
controlo no final da fixagdo (peixe inteiro). Em determinadas circunstincias — p. ex., se as técnicas de analise para
a substancia em estudo e para a substancia de referéncia forem incompativeis, sendo necessiria a utilizagio de
peixes adicionais para cumprir o calenddrio de amostragem —, ¢é possivel utilizar outra metodologia, do modo que
se segue, para minimizar o ntimero de peixes adicionais necessdrios. As concentragdes da substincia de referéncia
sdo determinadas durante a depuracio apenas nos dias 1, 3 e em dois pontos de amostragem adicionais,
selecionados de modo a que seja possivel estabelecer estimativas fidveis da concentracio do instante zero (C,,) e de
k, para a substancia de referéncia.

Se possivel, o teor de lipidos de cada peixe deve ser determinado em cada ponto de amostragem ou, pelo menos,
no inicio e no final da fase de fixacdo e no final da fase de depuragdo. (¢f. pontos 56 e 67). Consoante o método
analitico (consultar ponto 67 e apéndice 4), pode ser possivel utilizar os mesmos peixes para determinar tanto
o teor de lipidos como a concentragdo da substincia em estudo, o que é preferivel para minimizar o nimero de
peixes. Todavia, caso tal ndo seja possivel, pode utilizar-se a metodologia descrita no método de exposicio aquosa
(ver ponto 56 para estas opg¢les alternativas de determinagio do teor de lipidos). O método utilizado para
quantificar o teor de lipidos deve ser documentado no relatério.
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Qualidade do método analitico

Devem realizar-se verificagdes experimentais para garantir a especificidade, exatiddo, precisdo e reprodutibilidade da
técnica analitica especifica da substincia, bem como proceder a recuperacdes da substincia em estudo, tanto
a partir do alimento como dos peixes.

Determinagdo do crescimento dos peixes

No inicio do ensaio, é necessdrio pesar uma amostra de peixes da populagio de reserva e medir o comprimento
total dos mesmos. Estes peixes devem ser recolhidos para amostra pouco antes (p. ex., uma hora) da primeira
alimentacdo enriquecida e atribuidos ao dia experimental 0. O nimero de peixes para esta amostra deve ser, pelo
menos, igual ao utilizado nas amostras de ensaio. Alguns deles podem ser os mesmos peixes utilizados para
a andlise do teor de lipidos antes do inicio da fase de fixagdo (¢f. ponto 153). Em cada intervalo de amostragem, os
peixes sdo, antes de mais, pesados e o respetivo comprimento total medido. Em cada peixe individual, o peso
determinado — e o comprimento — devem ser relacionados com a concentragio obtida na andlise do produto
quimico (e com o teor de lipidos, se pertinente), por exemplo, através de um cddigo de identificacdo tnico para
cada peixe recolhido. As medigdes destes peixes recolhidos para amostra podem ser utilizadas para estimar o peso e
o comprimento dos peixes que permanecem nos tanques de ensaio e de controlo.

Avaliagio experimental

As observagdes da mortalidade devem ser efetuadas e registadas diariamente. Devem realizar-se observagdes
adicionais para a pesquisa de efeitos adversos — por exemplo, para verificar a ocorréncia de comportamento ou
pigmentacdo anormais —, que devem ser registadas. Considera-se que os peixes estdo mortos se ndo se verificar
movimento respiratério nem se detetar qualquer reacdo a um ligeiro estimulo mecanico. Todos os peixes mortos ou
claramente moribundos devem ser removidos.

DADOS E RELATORIOS

Tratamento dos resultados

Os resultados dos ensaios sdo utilizados para obter a constante de velocidade de depuragio (k,) em funcdo da massa
himida total dos peixes. A constante de velocidade de crescimento, k,, com base no aumento médio do peso dos
peixes, é calculada e utilizada para obter a constante de velocidade de depuragdo corrigida em fun¢do do
crescimento, k,,, se adequado. Além disso, deve registar-se a eficiéncia de assimilagio a (absorgdo a partir do
intestino), o fator de bioamplificacdo cinético (BMF,) — se necessdrio, corrigido em fungo do crescimento, BMF,,
—, o respetivo valor corrigido em fungdo dos lipidos (BMF,, ou BMF,,, se corrigido em fungdo da diluicdo de
crescimento) e a taxa de alimentagdo. Além disso, se for possivel efetuar uma estimativa do surgimento do estado
estaciondrio na fase de fixagdo (por exemplo, 95 % do estado estaciondrio ou t,; = 3,0/k,), pode incluir-se uma
estimativa do BMF do estado estaciondrio (BMF) (cf. pontos 105 e 106 e apéndice 5) se o valor t,; indicar a possibi-
lidade de terem sido atingidas as condi¢es do estado estaciondrio. Deve aplicar-se a este BMF a mesma correcio
em funcdo dos lipidos aplicada ao BMF obtido por via cinética (BMF,) para obter um valor corrigido em fungdo dos
lipidos, BMF, (importa salientar que ndo existe nenhum procedimento normalizado para corrigir um BMF do
estado estaciondrio em funcio da diluicio de crescimento). As férmulas e os exemplos de cilculos constam do
apéndice 7. Encontram-se disponiveis metodologias que tornam possivel estimar um fator de bioconcentragio
cinético (BCF,) a partir de dados gerados no estudo relativo a via alimentar. Vide o apéndice 8.

Dados sobre o peso/comprimento dos peixes

A massa hiimida e o comprimento de cada peixe em todos os periodos sdo apresentados separadamente, sob
a forma de quadro, no respeitante aos grupos de ensaio e de controlo, para todos os dias de amostragem durante
a fase de fixagdo (populagdo de reserva para o inicio da fixacdo; grupo de controlo e grupo de ensaio para o final
da fixagdo e, se realizada, a fase inicial (por exemplo, dia 1-3 da fixagdo) e a fase de depuracio (por exemplo, dias 1,
2, 4,7, 14, 28, para os grupos de controlo e de ensaio). O peso é a medida de crescimento preferivel para efeitos
de correcdo em funcdo da dilui¢do de crescimento. Ver os pontos 162 e 163 e o apéndice 5 no respeitante ao
método, ou aos métodos, utilizados para corrigir os dados em fungdo da dilui¢do de crescimento.
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Dados relativos d concentracdo da substdncia em estudo nos peixes

As medi¢Oes dos residuos da substancia em estudo em cada peixe (ou em amostras de peixes combinadas, caso ndo
sejam possiveis medicdes individuais), expressas em concentracdo relativamente 4 massa himida (p/p), sdo
apresentadas, na forma de quadro, para os peixes de controlo e os peixes de ensaio, para cada ponto de
amostragem. Caso se tenha determinado o teor de lipidos em cada peixe recolhido para amostra, é possivel obter e
apresentar na forma de quadro as concentracdes individuais corrigidas em fungdo dos lipidos, expressas em
concentragdo ponderal de lipidos.

— As medicdes dos residuos da substincia em estudo em cada peixe (ou nas amostras combinadas de peixes, caso
ndo sejam possiveis medi¢des individuais — ¢f. ponto 66), para o periodo de depuragdo, sdo convertidas nos
seus logaritmos naturais e representadas graficamente em fungdo do tempo (dia). Se uma inspe¢do visual da
representagdo gréfica revelar valores andmalos evidentes, é possivel aplicar um teste estatisticamente vélido aos
valores an6malos para eliminar dados esptrios e apresentar uma justificacio documentada para a sua omissdo.

— Procede-se a uma andlise de regressdo linear, pelo método dos minimos quadrados, dos dados relativos ao
logaritmo natural da concentragio em fungdo dos dados de depuragdo (dia). O declive e a ordenada na origem
sdo registados como constante de velocidade de depuracio global (k,) e logaritmo natural da concentragio
obtida no instante zero (C,,) — ver os apéndices 5 e 7 para informagdes adicionais. Caso tal ndo seja possivel
por as concentra¢des serem inferiores ao limite de quantificagio para a segunda amostra da depuragdo, pode
efetuar-se uma estimativa prudente de k, (cf. apéndice 7).

— Calculam-se as varidncias do declive e da ordenada na origem por processos estatisticos normais e avaliam-se e
apresentam-se os intervalos de confianga a 90 % (ou 95 %) em torno destes resultados.

— A concentracdo média determinada nos peixes para o dltimo dia de fixacdo (concentra¢do determinada no
instante zero, C,.) é também calculada e comparada com o valor Cj, obtido. Se o valor calculado for inferior
ao valor medido, a diferenca pode sugerir a presenca de alimento enriquecido ndo digerido nos intestinos. Se
o valor calculado for muito superior ao valor medido, tal pode indicar que o valor obtido a partir da regressdo
linear dos dados relativos a depuracio ¢ incorreto e deve ser reavaliado (ver apéndice 7).

Velocidade de depuragdo e fator de bioamplificacdo

Para calcular o fator de bioamplificagio a partir dos dados, é necessdrio, antes de mais, obter a eficiéncia de
assimilacdo (absor¢do da substincia em estudo no intestino, a). Para tal, utiliza-se a equagdo A7.1 que consta do
apéndice 7, sendo necessdrio conhecer a concentragio obtida nos peixes no instante zero da fase de depuracdo (C,
), a constante de velocidade de depuracio (global) (k,), a concentragio no alimento (C,,...), @ constante de
velocidade de ingestdo do alimento (I) e a duragdo do periodo de fixagdo (f). O declive e a ordenada na origem da
relagdo linear entre o logaritmo natural da concentracio e o tempo de depuracio sdo registados como constante de
velocidade de depuragdo global (k, = declive) e concentragdo do instante zero (C,, = e°dnd) como referido supra.
Os valores obtidos devem ser verificados para determinar a sua plausibilidade b1olog1ca (por exemplo, a eficiéncia
de assimilagdo como fragdo ndo deve ser superior a 1). (I) é calculada mediante a divisio da massa de alimento pela
massa de peixes alimentados por dia (se alimentados com 2 % do peso corporal, (I) serd 0,02). Contudo, pode ser
necessario ajustar a taxa de alimentacdo utilizada no cdlculo em fungdo do crescimento dos peixes (pode recorrer-se
a constante de velocidade de crescimento conhecida para estimar o peso dos peixes em cada momento durante
a fase de fixagdo; cf. apéndice 7). Sempre que ndo seja possivel obter k, e C 4 porque, por exemplo, as concentragdes
da segunda amostra de depuracio sio inferiores ao limite de detegdo, pode efetuar-se uma estimativa prudente de &,
e de um «limite superior» do BMF, (¢f. apéndice 7).

Depois de obtida a eficiéncia de assimilagdo (a), é possivel calcular o fator de bioamplificagdo através da
multiplicagdo de a pela constante de velocidade de ingestdo (I) e da divisio pela constante de velocidade de
depuragdo (global) (k,). O fator de bioamplificagdo corrigido em funcio do crescimento é calculado da mesma
forma, mas com a constante de velocidade de depuracio corrigida em funcdo do crescimento (k,,; ¢f. pontos 162 e
163. E possivel obter uma estimativa alternativa da eficiéncia de assimilacio se a anilise dos *tecidos tiver sido
realizada em peixes recolhidos para amostra na fase linear inicial da fase de fixagio — ver o ponto 151 e
o apéndice 7. Este valor representa uma estimativa independente da eficiéncia de assimilagio para um organismo
essencialmente nio exposto (ou seja, os peixes encontram-se quase no inicio da fase de fixagdo). A eficiéncia de
assimilacdo estimada a partir dos dados de depuracio é normalmente utilizada para obter o BMF.
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Corregdo em fungio dos lipidos e corregio em fungdo da diluicdo de crescimento

O crescimento dos peixes durante a fase de depuragdo pode reduzir as concentragbes de produto quimico
determinadas nos peixes, tornando a constante de velocidade de depuracio global, k,, superior ao que se verificaria
apenas nos processos de remogdo (por exemplo, metabolismo, defecagdo) (¢f. ponto 72). Na prdtica, o teor de
lipidos dos peixes de ensaio — que se encontra fortemente associado a bioacumulagdo de substancias hidréfobas —
e o teor de lipidos dos alimentos podem variar o suficiente para que seja necessdrio efetuar uma corre¢o em
funcio dos mesmos, de modo a que os fatores de bioamplificagio sejam apresentados de uma forma significativa.
O fator de bioamplificagdo deve ser corrigido em fungdo da diluicio de crescimento (tal como o BCF cinético no
método de exposicdo aquosa) e em funcdo do teor de lipidos dos alimentos relativamente ao dos peixes (fator de
correcdo em fungdo dos lipidos). Os apéndices 5 e 7, respetivamente, apresentam equagles e exemplos destes
célculos.

Para efetuar uma corre¢do em funcio da diluicdo de crescimento, deve calcular-se a constante de velocidade de
depuragdo corrigida em fungao do crescimento (k,,) (ver apéndice 5 para equagdes). A constante de velocidade de
depuragdo corrigida é posteriormente utilizada para calcular o fator de bioamplificagio corrigido em fungio do
crescimento, tal como no ponto 73. Em alguns casos, esta metodologia ndo é vidvel. Uma metodologia alternativa,
que contorna a necessidade da corre¢do em fungio da diluicio de crescimento, implica a utilizagdo de dados de
depuracdo relativos & massa da substancia em estudo por peixe (com base no peixe inteiro), ao invés dos dados (de
concentracdo) relativos & massa normal da substincia em estudo por unidade de massa de peixe. Tal pode ser
facilmente alcangado, uma vez que os ensaios realizados em conformidade com este método devem relacionar as
concentragdes registadas nos tecidos com o peso de cada peixe. O procedimento simples para realizar o que
precede encontra-se descrito no apéndice 5. Todavia, importa salientar que se deve estimar e registar k,, mesmo em
caso de utilizacdo da metodologia alternativa.

Para efetuar uma correcdo em func¢ido do teor de lipidos dos alimentos e dos peixes nos casos em que ndo se tenha
efetuado uma andlise dos lipidos em todos os peixes recolhidos para amostra, sio obtidas as fragdes médias de
lipidos (p/p) nos peixes e nos alimentos (!). Subsequentemente, calcula-se o fator de corre¢do em fungdo dos lipidos
(L) através da divisdo da fracio média de lipidos dos peixes pela fragio média de lipidos dos alimentos. O fator de
bioamplificacdo, corrigido ou ndo em fun¢do do crescimento, consoante pertinente, é dividido pelo fator de
corregdo em fungdo dos lipidos para calcular o fator de bioamplificacdo corrigido em funcio dos lipidos.

Caso as andlises da substincia em estudo e dos lipidos sejam realizadas nos mesmos peixes em cada ponto de
amostragem, ¢ possivel utilizar os dados relativos aos tecidos, corrigidos em fungio do teor de lipidos dos peixes
individuais, para calcular diretamente um BMF corrigido em funcdo dos lipidos (cf. (37)). A representagdo grafica
dos dados de concentragdo corrigidos em fungdo dos lipidos fornece o valor C,, relativamente aos lipidos e o valor
k,. A analise matemdtica pode entdo utilizar as mesmas equagdes constantes do apéndice 7, mas a eficiéncia de
assimilacdo (a) é calculada com a constante de velocidade de ingestdo de alimentos normalizada em funcio dos
lipidos (I;4,,) € a concentrago alimentar com base nos lipidos (C,j,entosipidos)- Subsequentemente, sdo utilizados, de
forma semelhante, pardmetros corrigidos em funcio dos lipidos para calcular o BMF (importa salientar que
a corre¢do em fungdo da constante de velocidade de crescimento também deve ser aplicada a fracdo de lipidos e
ndo a massa hiimida dos peixes para calcular o BMFy, corrigido em fungao dos lipidos e do crescimento).

Interpretacio dos resultados

Para excluir efeitos toxicos, o crescimento médio nos grupos de ensaio e de controlo nio deve, em principio, ser
significativamente diferente. As constantes de velocidade de crescimento ou as curvas de crescimento dos dois
grupos devem ser comparadas por um procedimento adequado ().

Relatério de ensaio

Apbs a conclusio do estudo, elabora-se um relatério final com as informagdes sobre a substdncia em estudo, a espécie
utilizada no ensaio e as condigdes do ensaio, tal como enumeradas no ponto 81 (como para o método de exposicio
aquosa). Além disso, sdo necessdrias as seguintes informagdes:

(") Esta metodologia é especifica do estudo alimentar, diferente do procedimento seguido na exposigdo aquosa; dai a utilizagdo do vocdbulo
«corre¢do» em vez de cnormalizagdo» para evitar confusdes — ver também a nota de rodapé no ponto 106.

(%) E possivel efetuar um teste t as constantes de velocidade de crescimento, de modo a determinar se o crescimento difere entre os grupos de
ensaio e de controlo, ou um teste F em caso de andlise da varidncia. Se necessério, € possivel utilizar um teste F ou um teste de racio da
verosimilhanca para ajudar na sele¢io do modelo de crescimento adequado (monografia da OCDE, 54, (32)).
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Substdncia em estudo:
— Todas as informacdes relativas a estabilidade da substancia em estudo nos alimentos preparados;
Condigdes de ensaio:

— Concentragio nominal da substincia no alimento, técnica de enriquecimento, quantidade de excipiente (de
lipidos) utilizada no processo de enriquecimento do alimento (se pertinente), determinacdes da concentra¢do da
substancia em estudo na dieta enriquecida para cada andlise (pelo menos em triplicado antes do inicio do
estudo e no final da fixa¢do) e valores médios;

— Se for o caso, tipo e qualidade do solvente ou dleo utilizado como excipiente (qualidade, fornecedor, etc.) para
o enriquecimento do alimento;

— Tipo de alimento utilizado (andlise imediata ('), qualidade, fornecedor, etc.), taxa de alimentagdo durante a fase
de fixacdo, quantidade de alimento administrada e frequéncia da administracdo (incluindo quaisquer
ajustamentos com base no peso dos peixes recolhidos para amostra);

— Hora a que os peixes foram recolhidos e eutanasiados para efeitos de andlise quimica, para cada ponto de
amostragem (por exemplo, uma hora antes da alimentagdo do dia seguinte);

Resultados:
— Resultados de quaisquer trabalhos preliminares do ensaio;
— Informagdes sobre quaisquer efeitos adversos observados;

— Descri¢do completa de todos os procedimentos de andlise quimica utilizados, nomeadamente limites de detegdo
e quantificagdo, variabilidade e recuperacio;

— Concentragdes de lipidos determinadas nos alimentos (dieta enriquecida e de controlo) — valores individuais,
médias e desvios-padrio;

— Quadros com dados sobre o peso — e comprimento — dos peixes, para cada espécime, tanto no que respeita
aos grupos de controlo e como aos grupos de exposicdo (por exemplo, utilizando identificadores tnicos para
cada peixe); célculos, constante(s) de velocidade de crescimento obtida(s) e intervalo(s) de confianga a 95 %;

— Quadros com dados sobre a concentracio da substincia em estudo nos peixes, a concentragio média
determinada no final da fixagdo (C, ) e a constante de velocidade de depuragdo (global) obtida (k,), bem como
a concentragdo nos peixes no inicio da fase de depuragdo (C,,), juntamente com as varidncias destes valores
(declive e ordenada na origem);

— Quadros com dados sobre o teor de lipidos dos peixes (ordenados em fungdo das concentragdes especificas da
substancia, se pertinente), os valores médios respeitantes ao grupo de ensaio e ao grupo de controlo no inicio
do ensaio, no final da fixagdo e no final da depuracio;

— Curvas (incluindo todos os dados determinados) que ilustrem os seguintes pardmetros (se pertinente, as concen-
tracdes podem ser expressas em relacdo ao corpo inteiro do animal ou a determinados tecidos do mesmo):

— crescimento (ou seja, peso dos peixes — e comprimento — em fun¢do do tempo) ou logaritmo natural do
peso em fungdo do tempo;

— depuracio da substincia em estudo nos peixes; e

— logaritmo natural da concentragdo em fungdo do tempo de depuragdo (incluindo a constante de velocidade
de depuracdo obtida, k,, e o logaritmo natural da concentragdo obtida nos peixes no inicio da fase de
depuragdo, C, ).

— Se uma inspecdo visual de uma representagio grafica revelar valores andémalos evidentes, é possivel aplicar um
teste estatisticamente valido a estes valores, para eliminar dados espirios e apresentar uma justificacdo
documentada para a sua omissdo.

() Técnica de andlise dos alimentos no que respeita as proteinas, aos lipidos, a fibra bruta e ao teor de cinzas; em regra, o fornecedor do
alimento disponibiliza estas informagdes.
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— O célculo da constante de velocidade de depuracio corrigida em funcio do crescimento e da semivida corrigida
em fungdo do crescimento.

— Eficiéncia de assimilagdo calculada (a).
— BMF «bruto» por via alimentar, BMF cinético corrigido em fungdo do crescimento e dos lipidos (<bruto» e
corrigido em funcdo dos lipidos com base na massa hiimida do peixe inteiro) e BMF especifico dos tecidos, se

pertinente.

— Quaisquer informagdes relativas aos metabolitos da substincia em estudo com marcagdo radioativa e a respetiva
acumulacio.

— Devem referir-se quaisquer ocorréncias especiais registadas no decurso do ensaio, bem como quaisquer desvios
relativamente ao procedimento ou outras informagdes de relevo.

— Um quadro recapitulativo dos dados calculados e medidos pertinentes, como:

Constantes de velocidade de depuragdo da substancia e fatores de bioamplificagio (BMF,)

k, (constante de velocidade de crescimento; dia~"): Inserir valor (IC 95 %) (1)

k, (constante de velocidade de depuracio global; dia-): | Inserir valor (IC 95 %)

k,, (constante de velocidade de depuragao corrigida em | Inserir valor (IC 95 %) (')
fungio do crescimento; dia=!):

Co.m (concentragdo determinada no instante zero, a con- | Inserir valor + SD (?)
centracdo nos peixes no final da fixacio) (ug/g):

Coq4 (concentragdo obtida no instante zero da fase de | Inserir valor + SD ()
depuragdo; pgfg):

I (taxa de ingestio da alimentacdo definida; g ali- | Inserir valor
mentofg peixes/dia):

I, (taxa de alimentacdo real, ajustada em fungdo do | Inserir valor + SD (3)
crescimento; g alimento/g peixes/dia) ():

Coimenmo (concentracdo da substancia quimica no ali- | Inserir valor £ SD (3
mento; pg/g):

a (eficiéncia de assimilacdo da substincia): Inserir valor + SD (?)

BMF, (BMF cinético por via alimentar): Inserir valor (IC 95 %) (1)

BMF,, (BMF cinético por via alimentar corrigido em | Inserir valor (IC 95 %) (1)
funcio do crescimento):

t)), (semivida, em dias, corrigida em funcdo do cresci- | Inserir valor + SD (3)
mento):

Lc (fator de correcdo em funcdo dos lipidos): Inserir valor

BMF,,, (BMF cinético corrigido em funcdo do cresci- | Inserir valor
mento e dos lipidos):

BMF, (BMF indicativo do estado estaciondrio corri- | Inserir valor £ SD (3
gido em fungio dos lipidos) (2):

(") IC: intervalo de confianca (sempre que a estimativa seja possivel)
() SD: Desvio-padrdo (sempre que a estimativa seja possivel)
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Apéndice 1

DEFINICOES E UNIDADES

A eficiéncia de assimilacdo (a) é uma medida da quantidade relativa de substincia absorvida pelo organismo a partir
do intestino (ndo tem unidade, mas é muitas vezes expressa como percentagem em vez de fracio).

A bioacumulacio é geralmente referida como um processo no qual a concentracio da substancia num organismo
atinge um nivel que ultrapassa o que se verifica no meio respiratério (por exemplo, d4gua para um peixe ou ar para
um mamifero), na dieta, ou em ambos (1).

A bioconcentra¢do consiste no aumento da concentragdo da substancia em estudo num determinado organismo ou
em determinados tecidos do mesmo, relativamente a respetiva concentracdo no meio circundante.

O fator de bioconcentracio (BCF ou Kj) em qualquer momento da fase de fixagdo do ensaio de acumulagio consiste
no quociente entre a concentragio da substincia em estudo nos peixes ou em determinados tecidos dos mesmos (C;
expressa em mgfkg) e a respetiva concentragdo no meio circundante (C,, expressa em mg/l). O BCF ¢é expresso em
I'kg'. Importa salientar que ndo sdo tidas em conta as corre¢des em fungio do crescimento efou de um teor de
lipidos normal.

A bioamplificacdo consiste no aumento da concentragio da substancia em estudo num determinado organismo ou
em determinados tecidos do mesmo, relativamente a respetiva concentracdo nos alimentos.

O fator de bioamplificacdo (BMF) consiste na concentragio de uma substincia num predador em relacdo a
concentracdo na presa (ou alimento) em estado estaciondrio. No método descrito no presente método de ensaio,
evita-se cuidadosamente a exposicdo através da fase aquosa e, como tal, ndo é possivel comparar diretamente um
BMF deste método de ensaio com um BMF de um estudo de campo (que poderd combinar a exposicio aquosa e
a exposi¢do por via alimentar).

O fator de bioamplifica¢do por via alimentar (BMF por via alimentar) é o termo utilizado no presente método de
ensaio para descrever o resultado do ensaio de exposi¢io por via alimentar, no qual se evita cuidadosamente
a exposicdo através da fase aquosa e, portanto, ndo ¢ possivel comparar diretamente o BMF por via alimentar deste
método de ensaio com um BMF de um estudo de campo (que poderd combinar a exposi¢do aquosa e a exposi¢o
por via alimentar).

A fase de depuracio ou de pds-exposicdo consiste no periodo durante o qual se estuda a depuragdo da substincia
pelos peixes ou por tecidos especificos dos mesmos, na sequéncia da transferéncia dos animais de um meio que
contenha a substincia em estudo para um meio que a ndo contenha.

A constante de velocidade de depuracio (k) é o valor numérico que define a velocidade de reducio da
concentragdo da substincia em estudo nos peixes ou em determinados tecidos dos mesmos, na sequéncia da transfe-
réncia dos animais de um meio que contenha a substincia em estudo para um meio que a ndo contenha
(a constante k, é expressa em dias™).

O carbono orgéanico dissolvido (COD) é uma medida da concentracdo de carbono proveniente de fontes orgénicas
dissolvidas nos meios de ensaio.

A fase de exposi¢do ou de fixacdo consiste no tempo de exposicdo dos peixes a substancia em estudo.

A taxa de ingestdo de alimentos (I) ¢ a quantidade média de alimentos ingeridos por cada peixe por dia, em relagdo
ao peso corporal médio estimado dos peixes (expressa em termos de g alimento/g peixes/dia).

O fator de bioconcentragdo cinético (BCF,) é o racio entre a constante de velocidade de fixagdo, k,, e a constante de
velocidade de depuracio, k, (isto ¢, k [k, — ver as defini¢des correspondentes no presente apéndice). Em principio,
o valor deve ser compardvel com o BCF (ver defini¢do supra), mas podem ocorrer desvios se o estado estaciondrio
ndo tiver sido bem definido ou caso se tenham aplicado corre¢des em fungio do crescimento ao BCF cinético.




L 112/242 Jornal Oficial da Unido Europeia 28.4.2017

O fator de bioconcentracdo cinético normalizado em func¢do dos lipidos (BCF,,) é normalizado em relagdo a um
peixe com um teor de lipidos de 5 %.

O fator de bioconcentracdo cinético corrigido em funcdo do crescimento e normalizado em fun¢io dos lipidos
(BCFy,) € normalizado em relagdo a um peixe com um teor de lipidos de 5 % e corrigido em funcdo do
crescimento durante o periodo de estudo, tal como descrito no apéndice 5.

O fator de bioconcentracdo do estado estaciondrio normalizado em funcdo dos lipidos (BCF;) é normalizado em
relagdo a um peixe com um teor de lipidos de 5 %.

Uma substincia multicomponentes é definida, para efeitos do REACH, como uma substincia com mais do que um
componente principal presente numa concentragdo entre 10 % e 80 % (p/p).

O coeficiente de particdo octanol-dgua (K,,) consiste no quociente entre a solubilidade de uma substancia em n-
-octanol e em dgua, em condi¢des de equilibrio (métodos A.8 (2), A.24 (3), A.23 (4)); também ¢é expresso como
Py O logaritmo de K, € utilizado como indicador do potencial de bioconcentragio de uma substincia em
organismos aqudticos.

O carbono organico particulado (COP) é uma medida da concentracdo de carbono decorrente de fontes orgénicas
suspensas nos meios de ensaio.

A microextracio em fase sélida (SPME) é uma técnica analitica sem solventes desenvolvida para sistemas diluidos.
Neste método, uma fibra revestida por um polimero é exposta a fase gasosa ou liquida com o analito de interesse.
Em geral, impde-se um tempo de andlise minimo para que se estabelecam condi¢des de equilibrio entre as fases
sélida e fluida, no que se refere a espécie medida. Subsequentemente, a concentracio do analito de interesse pode
ser diretamente determinada a partir da fibra ou apés a sua extracdo da fibra para um solvente, consoante a técnica
de determinacio.

Um estado estaciondrio é atingido sempre que a representagdo gréfica da concentragdo da substincia em estudo nos
peixes (C) em fungdo do tempo consista numa linha paralela ao eixo dos tempos e trés determinagdes sucessivas de
C; em amostras recolhidas com intervalos de, pelo menos, dois dias, apresentem valores que ndo difiram em mais
de 20 %, na auséncia de diferencas significativas entre a primeira e a tltima andlises sucessivas. No caso das
amostras combinadas, sio necessdrias, pelo menos, quatro andlises sucessivas. No caso de substincias cuja fixacdo é
lenta, o intervalo mais adequado é de sete dias.

O fator de bioconcentragio num estado estaciondrio (BCF) ndo sofre uma alteracdo significativa num periodo
longo, uma vez que a concentracio da substancia em estudo no meio circundante é constante no periodo em causa
(¢f. definigdo de estado estaciondrio).

O carbono orgénico total (COT) é uma medida da concentragdo de carbono decorrente de todas as fontes organicas
nos meios de ensaio, incluindo as fontes particuladas e dissolvidas.

A constante de velocidade de fixacdo (k,) é o valor numérico que define a taxa de aumento da concentrag¢io da
substincia em estudo nos peixes ou em determinados tecidos dos mesmos, sempre que se encontrem expostos a
substdncia em causa (a constante k, é expressa em | kg dia”).

As substincias de composi¢io desconhecida ou varidvel, produtos de reacio complexos e materiais bioldgicos sio
denominados UVCB.

Um produto quimico é uma substancia ou mistura.

Um produto quimico em estudo é qualquer substancia ou mistura ensaiada por recurso ao presente método de
ensaio.

REFERENCIAS

1) Gobas F.A.P.C., de Wolf W., Burkhard L.P., Verbruggen E. e Plotzke K. (2009), Revisiting bioaccumulation criteria
for POPs and PBT assessments. Integr. Environ. Assess. Manag. 5: 624-637.
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2) Capitulo A.8 do presente anexo, Coeficiente de partigdo (n-octanol/dgua): Método de agitagdo do recipiente
3) Capitulo A.24 do presente anexo, Coeficiente de particdo (n-octanol/dgua), Método de HPLC.

4) Capitulo A.23 do presente anexo, Coeficiente de particdo (1-octanol/dgua): Método de agitagdo lenta.
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Apéndice 2

ALGUMAS CARACTERISTICAS QUIMICAS DE UMA AGUA DE DILUICAO ACEITAVEL

Componente Concentragdo limite
Particulas 5 mg/l
Carbono organico total 2 mg/l
Amoniaco ndo ionizado 1 pgfl
Cloro residual 10 pg/l
Pesticidas organofosforados totais 50 ng/1
Total de pesticidas organoclorados + bifenilos policlorados 50 ng/1
Cloro organico total 25 ngfl
Aluminio 1 pgll
Arsénio 1 pgfl
Crémio 1 pgfl
Cobalto 1 pgfl
Cobre 1 pgfl
Ferro 1 pgfl
Chumbo 1 pgfl
Niquel 1 pgll
Zinco 1 ngfl
Cadmio 100 ng/l
Merciirio 100 ng/l
Prata 100 ng/l
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Apéndice 3

ESPECIES DE PEIXES RECOMENDADAS PARA OS ENSAIOS

Espécies recomendadas

Gama de temperaturas de ensaio
recomendadas (°C)

Comprimento recomendado dos
animais de ensaio (cm) (?)

Danio rerio (1)
(Teleostei, Cyprinidae)
(Hamilton-Buchanan) Peixe-zebra

20 - 25

Pimephales promelas
(Teleostei, Cyprinidae)
(Rafinesque) Vairdo-de-cabeca-grande

20 - 25

Cyprinus carpio
(Teleostei, Cyprinidae)
(Linnaeus) Carpa comum

20 - 25

Oryzias latipes
(Teleostei, Poecilliidae)

(Temminck e Schlegel) Peixinho-dos-arrozais

20 - 25

Poecilia reticulata
(Teleostei, Poeciliidae)
(Peters) Gupi

20 - 25

Lepomis macrochirus
(Teleostei Centrarchidae)
(Rafinesque) Perca-azul

20 - 25

Oncorhynchus mykiss
(Teleostei Salmonidae)
(Walbaum) Truta-arco-iris

13-17

Gasteroteus aculeatus
(Teleostei, (Gasterosteidae)
(Linnaeus) Esgana-gata

18-20

() Meyer et al. (1)

() Importa salientar que no ensaio em si o peso é a medida preferivel para derivagdes da constante de velocidade de crescimento
e de dimensdo. Todavia, reconhece-se que o comprimento é uma medida mais prética se for necessdrio selecionar os peixes
a olho no inicio de uma experiéncia (ou seja, a partir da populagdo de reserva).
(}) A gama de comprimentos encontra-se indicada no documento Testing Methods for New Chemical Substances etc., baseado na lei
relativa ao controlo das produtos quimicos do Japdo.

Diversas espécies estuarinas e marinhas foram utilizadas com menor frequéncia, nomeadamente:

Roncadeira-de-pinta
Sargo-choupa

Peixe-rei

Perca-brilhante
Solha-inglesa
Peixe-escorpido-armado
Esgana-gata

Robalo

Alburno

(Leiostomus xanthurus)
(Cyprinodon variegatus)
(Menidia beryllina)
(Cymatogaster aggregata)
(Parophrys vetulus)
(Leptocottus armatus)
(Gasterosteus aculeatus)
(Dicentracus labrax)

(Alburnus alburnus)
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Os peixes de dgua doce referidos no quadro supra sdo de facil reprodugdo, encontrando-se disponiveis todo o ano,
ao passo que a disponibilidade de algumas das espécies marinhas e estuarinas se encontra limitada a determinados
paises. Os peixes de dgua doce podem ser criados em exploragdes piscicolas ou no laboratério, em condigdes
controladas no que respeita a doengas e parasitas, de modo a produzir animais sauddveis com uma linha parental
conhecida. Estas espécies encontram-se disponiveis em vdrias partes do mundo.
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Apéndice 4

CALENDARIOS DE AMOSTRAGEM PARA ENSAIOS DE EXPOSICAO AQUOSA E POR VIA

ALIMENTAR

1. Exemplo tedrico de um calenddrio de amostragem para um ensaio completo de bioconcentracio de
exposi¢io aquosa com log K, = 4.

Recolha de amostras

Calendério de amostragem

Nimero de amostras

Nuamero de peixes por

de peixes Frequéncia minima Recolha de amostras de dgua (") amostra (')
necessaria (dias) (3) adicionais (dias) (3)
Fase de fixagdo

1 -1 2() 4()

0 2 G)
2 0,3 2 4
0,4 (2) 4)
3 0,6 2 4
0,9 (2) 4)
4 1,2 2 4
1,7 2) 4
5 2,4 2 4
3,3 (2) (4)

6 4,7 2 4-8()
G O)
Transferéncia dos pei-
N xes para uma célula
Fase de depuragdo P
com 4gua isenta da
substancia em estudo

7 5,0 2 4
5.3 (4)
8 5,9 2 4
7,0 (4)
9 9,3 2 4
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Calenddrio de amostragem
Ntmero de amostras
de dgua ()

Recolha de amostras
de peixes

Ntmero de peixes por
Recolha de amostras amostra (1)

adicionais (dias) (2)

Frequéncia minima
necessdria (dias) (2)

Fase de fixagdo

10 14,0 2 4-80)

17,5 (4+3(0)

TOTAL 40-72

(48 - 80) (%)

Os valores entre paréntesis correspondem ao niimero de amostras de dgua e de peixes a recolher caso se proceda a uma
amostragem suplementar.

O valor estimado de k, para log K, = 4,0 é de 0,652 dias". A duragdo total do ensaio é dada por: 3 x t;, = 3 x 4,6 dias,
ou seja, 14 dias. Para o célculo de tg, consultar o apéndice 5.

Recolher as amostras de dgua ap6s, pelo menos, trés renovagdes do volume da célula.

Estes peixes sdo recolhidos para amostra a partir da populagdo de reserva.

Caso sejam necessdrios estudos de metabolismo ou de precisdo mais elevada que necessitem de um niimero mais elevado
de peixes, estes devem ser recolhidos para amostra especificamente no final das fases de fixa¢do e de depuracdo (cf.
ponto 40).

Podem ser necessdrios, pelo menos, 3 peixes adicionais para efeitos de andlise do teor de lipidos, caso ndo seja possivel uti-
lizar os mesmos peixes recolhidos para determinacdo das concentracdes da substincia no inicio do ensaio, no final da fase
de fixacdo e no final da fase de depuragdo. Importa salientar que, em muitos casos, deverd ser possivel utilizar apenas trés
peixes do lote de controlo (c¢f. ponto 56).

2. Exemplo tedrico de calendirio de amostragem para um ensaio de bioacumulacio por via alimentar da
substincia apés uma fase de fixagio de 10 dias e uma fase de depuracgio de 42 dias.

28.4.2017

Calendério de amostragem Namero de peixes por amostra
Colheita de Namero de amos-
amostra . Amostras adicio- | tras de alimento . Grupo de
Dia da fase . . Grupo de ensaio
nais de peixes? controlo
Fase de fixagdo
1 0 Possivel (1) (3) 3 — grupo de 0 5—10
ensaio
3 — grupo de 8—13)()
controlo (1)
1A () 1-3 5-10 5-10
2 10 Sim (%) 3 — grupo de 10 - 15 (9 5-10
ensaio
3 — grupo de (13-18) () (8-13) ()
controlo (1)
Fase de depuracio
3 1 Sim (%) 10 - 15 (% 5-10
4 2 5-10 5-10
5 4 5-10 5-10
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Calenddrio de amostragem Namero de peixes por amostra
Colheita de Niimero de amos-
amostra . Amostras adicio- | tras de alimento . Grupo de
Dia da fase . . Grupo de ensaio
nais de peixes? controlo
Fase de fixagdo

6 7 Sim (%) 10 - 15 (% 5-10

7 14 5-10 5-10

8 28 5-10 5-10

9 42 Sim (%) 10 - 15 (% 5-10
(13-18) () (8-13) ()
TOTAL 59 -120 50 -110

(63-126) () () | (56-116) () ()

(") Trés amostras de alimento dos grupos de controlo e de ensaio analisadas para determinar as concentragdes da substincia
em estudo e o teor de lipidos.

() Os peixes sdo recolhidos para amostra a partir da populagio de ensaio, o mais perto possivel do inicio do estudo; devem
ser recolhidos para amostra, pelo menos, trés peixes da populacido de reserva no inicio do ensaio, para determinar o teor
de lipidos.

(}) A recolha (facultativa) de amostras no inicio da fase de fixacdo fornece dados para calcular a assimilacdo alimentar da sub-
stancia em estudo, que pode ser comparada com a eficiéncia de assimilacdo calculada a partir dos dados da fase de depura-
¢do.

(*) Podem recolher-se cinco peixes adicionais para efeitos de andlise especifica dos tecidos.

(}) Podem ser necessérios, pelo menos, 3 peixes adicionais para efeitos de andlise do teor de lipidos, caso ndo seja possivel uti-
lizar os mesmos peixes recolhidos para determinagdo das concentracdes da substancia no inicio do ensaio, no final da fase
de fixagdo e no final da fase de depuracdo. Importa salientar que, em muitos casos, deve ser possivel utilizar apenas trés
peixes do lote de controlo (cf. pontos 56 e 153).

Nota relativa a duracio das fases e ao calendirio de amostragem: A fase de fixacio tem inicio com
a primeira alimentagdo enriquecida. Um dia experimental tem inicio com uma alimentagdo e termina pouco
antes da seguinte, 24 horas depois. A primeira colheita de amostra (1 no quadro) deve ocorrer pouco antes (por
exemplo, uma hora) da primeira alimentagdo. Idealmente, a colheita de amostras durante um estudo deve ser
efetuada pouco antes da alimentagdo do dia seguinte (ou seja, cerca de 23 horas apds a alimentacio do dia de
recolha de amostras). A fase de fixagdo termina pouco antes da primeira alimenta¢do com dieta ndo enriquecida,
quando a fase de depuragio tem inicio (é provivel que os peixes do grupo de ensaio ainda se encontrem
a digerir alimento enriquecido nas 24 horas seguintes a tltima alimenta¢io com a dieta enriquecida). Assim,
a amostra no final da fixa¢do deve ser colhida pouco antes da primeira alimentagio com a dieta ndo enriquecida
e a primeira amostra da fase de depuragio deve ser recolhida cerca de 23 horas apds a primeira alimentagio ndo
enriquecida.
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Apéndice 5

CALCULOS GERAIS

—_

. Introdugio
2. Estimativa da duragdo da fase de fixacdo

3. Estimativa da duracdo da fase de depuragio

N

. Método sequencial: determinagdo da constante de velocidade de depuragio, k2

5. Método sequencial: determinac¢do da constante de velocidade de fixagdo k1 (apenas no método de exposi¢do por
via aquosa)

6. Método simultdneo para o cdlculo das constantes de velocidade de fixac.do e de depuracdo (apenas para
o método de exposicdo POR VIA aquosa)

7. Corre¢do em funcdo da diluicio de crescimento para o BMF e o BCF cinético
8. Normalizagdo dos lipidos para um teor de lipidos de 5 % (apenas no método de exposigdo aquosa)
1. INTRODUCAO

E possivel descrever o modelo geral de bioacumulacio aquética nos peixes em termos de processos de fixacio e
de depuracdo, ignorando a fixacio com alimentagio. A equacdo diferencial (dC/dt) que descreve a taxa de
variagdo na concentra¢do nos peixes (mg-kg-'-dia-') é a seguinte (1):

dc Equagdo A5.1

kX Cum (ko ket kut k)X G [Equag ]

Em que,

k, = Constante de velocidade de primeira ordem para a fixagdo nos peixes (I'kg-!-dia1).

k, = Constante de velocidade de primeira ordem para a depuragdo dos peixes (dia=").

k, = Constante de velocidade de primeira ordem para o crescimento dos peixes («dilui¢io de crescimento»)
(dia-1)

k, = Constante de velocidade de primeira ordem para a transformagdo metabdlica (dia?)

k, = Constante de velocidade de primeira ordem para a egestdo fecal (dia-")

C, = Concentragdo na dgua (mgl-1).

C; = Concentragdo nos peixes (mgkg ' massa himida).

No que se refere as substancias bioacumuldveis, é previsivel que uma média ponderada no tempo (TWA)
constitua a concentragio de exposi¢io mais relevante em dgua (C,) no intervalo de flutuagdo permitido (cf.
ponto 24). Recomenda-se o cdlculo de uma TWA da concentragio na dgua em conformidade com
o procedimento constante do apéndice 6 do método C.20 (2). Importa salientar que o logaritmo natural da
concentragio na dgua ¢ adequado quando se prevé uma queda exponencial entre periodos de renovagio, por
exemplo, num ensaio de concegdo semiestdtica. Num sistema dindmico, pode ndo ser necessirio o logaritmo
natural das concentragdes de exposicio. Caso se obtenham os valores médios ponderados no tempo das concen-
tragdes em dgua, estes devem ser registados e utilizados nos célculos subsequentes.

Num ensaio normal do BCF nos peixes, a fixacdo e a depuracio podem ser descritas em termos de dois
processos cinéticos de primeira ordem.
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Taxa de fixagdo = k, x C, [Equagdo A5.2]

Taxa de perda global = (k, + k, + k, + k) x C; [Equagdo A5.3]

No estado estaciondrio, pressupondo que o crescimento e o metabolismo sdo insignificantes (ou seja, ndo é
possivel distinguir os valores de k, e k,, de zero), a velocidade de fixacao € igual a velocidade de depuragio, pelo
que, combinando a equagdo A5.2 com a equagdo A5.3, se obtém o seguinte:

BCF — Cy-ss _ky [Equacdo A5.4]
C w - SS k 2

Em que

Cios = concentragdo nos peixes em estado estaciondrio (mg kg-! massa hiimida).

Ciss = concentragio na dgua no estado estaciondrio (mg I-1).

O récio k, [k, é conhecido por BCF cinético (BCF,) e deve ser igual ao BCF do estado estaciondrio (BCF,) obtido
a partir do rdcio entre a concentracdo nos peixes em estado estaciondrio e na dgua, mas podem verificar-se
desvios caso o estado estaciondrio ndo for bem definido ou se tenham aplicado ao BCF cinético corre¢des em
funcdo do crescimento. Todavia, uma vez que k, e k, sdo constantes, ndo € necessdrio atingir o estado
estaciondrio para obter um BCF,.

O presente apéndice inclui, com base nestas equagdes de primeira ordem, os célculos gerais necessdrios para os
métodos de bioacumulacio da exposicdo aquosa e por via alimentar. Contudo, as sec¢des 5, 6 e 8 sdo relevantes
apenas para o método de exposicdo aquosa, sendo, todavia, incluidas neste apéndice porque constituem técnicas
gerais. Os métodos sequencial (sec¢des 4 e 5) e simultineo (sec¢do 6) permitem o cdlculo das constantes de
fixacdo e de depuragdo utilizadas para obter os BCF cinéticos. O método sequencial para determinar k, (seccio 4)
é importante no contexto do método por via alimentar, uma vez que é necessirio ao cdlculo tanto da eficiéncia
de assimilagdo como do BMF. O apéndice 7 apresenta em pormenor os cdlculos especificos do método por via
alimentar.

2. ESTIMATIVA DA DURACAO DA FASE DE FIXACAO

Antes de realizar o ensaio, pode obter-se uma estimativa de k, e, consequentemente, do tempo necessirio para
atingir o estado estaciondrio, com base em relagdes empiricas entre k, e o coeficiente de particio n-octanol/agua
(Kow) ou entre k, e o BCF. Contudo, é necessdrio ter consciéncia de que as equagdes apresentadas na presente
secgdo sdo aplicdveis apenas quando a fixagdo e a depuracdo seguem uma cinética de primeira ordem. Caso seja
evidente que tal ndo se verifica, recomenda-se que se solicite o parecer de um perito em bioestatistica efou
farmacocinética, caso se pretendam estimativas da fase de fixacdo.

E possivel obter uma estimativa de k, (dia!) através de varios métodos. No primeiro caso, podem utilizar-se, por
exemplo, as seguintes relagdes empiricas ('):

log k, = 1,47 — 0,414l0gK (r2=0,95) [(3); Equacdo A5.5]

ou

ko — ki [Equagdo A5.6]
* " BCF

Em que, k, = 520 x W-932 (para substancias com log K, > 3) (r2=0,85)[(4); Equagdo A5.7]

E BCF =10 (0,910-logk OWf1,975410g(6,8~10_7Kow+1)*0,786) (r2:0,90)[(5)y Equagio A5‘8]

(") Tal como qualquer relagdo empirica, deve verificar-se que a substincia em estudo se insere no dominio de aplicabilidade da relagio.
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W = peso médio dos peixes tratados (massa hiimida em gramas) no final da fixagdo/inicio da depuragdo (')

Para outras relacdes conexas, ver (6). Pode ser vantajoso utilizar modelos mais complexos para obter a estimativa
de k, caso, por exemplo, seja provavel a ocorréncia de metabolismo numa extensdo significativa (7) (8). Porém, a
medida que a complexidade do modelo aumenta, é necessdria maior prudéncia na interpretagio das estimativas.
Por exemplo, a presenca de grupos nitro pode indicar um metabolismo rdpido, mas nem sempre ¢ esse o caso.
Portanto, na calendarizacdo de um estudo, o utilizador deve ponderar os resultados do método de estimativa em
funcdo da estrutura quimica e de quaisquer outras informagdes relevantes (por exemplo, estudos preliminares).

Pode calcular-se o tempo necessdrio para atingir uma determinada percentagem do estado estaciondrio a partir
do valor de k, estimado, com base na equacdo cinética que descreve a fixagdo e a depuracio (assumindo uma
cinética de primeira ordem), partindo do principio de que o crescimento e o metabolismo sdo insignificantes.
Caso ocorra um crescimento significativo durante o estudo, as estimativas descritas infra ndo serdo fidveis.
Nestes casos, ¢ melhor utilizar o valor k,, corrigido em fungdo do crescimento, como descrito adiante (secgdo 7
do presente apéndice):

ac
dt

Equacdo A5.9
—kiCy - koCy [Equagdo A5.9]

ou, para C, constante:

cf:k—1 Cw(1-e *2)

_ [Equagdo A5.10]
ks

Na vizinhanga do estado estaciondrio (t — o), a equacdo A5.10 pode reduzir-se — ¢f. (9) (10) — a:

C; = ki Cw [Equacdo A5.11]
ks

ou

C N

Sk _ BCF [Equagdo A5.12]

C, k,

O valor BCF x C, constitui uma aproximagio da concentragio nos peixes no estado estaciondrio (C;g). [Nota:
esta metodologia pode ser utilizada na estimativa do BMF do estado estaciondrio com o ensaio por via
alimentar. Neste caso, o BCF ¢é substituido pelo BMF e C, por C — concentra¢do no alimento — nas
equagdes supra]

alimento

A equagdo A5.10 pode transformar-se em:

Cr=Csos(l-e "2 [Equagdo A5.13]
ou

& 1—e kot [Equacio A5.14]
Cr-ss

Aplicando a equagdo A5.14, pode prever-se o tempo necessdrio para atingir uma determinada percentagem do
estado estaciondrio, utilizando o valor de k, determinado pela equagdo A5.5 ou pela equagdo A5.6.

Do ponto de vista estatistico, a duragdo 6tima da fase de fixagdo para obter dados estatisticos fidveis (BCEy)
consiste no periodo necessirio para que a curva decorrente da representagio grifica do logaritmo da
concentragdo da substancia em estudo nos peixes em fungio do tempo, numa escala aritmética, atinja pelo
menos 50 % do estado estaciondrio (ou seja, 0,69/k,, mas ndo mais de 95 % do estado estaciondrio (ou seja, 3,0/
/k,) (11). O célculo do BCF torna-se possivel se a bioacumulagdo atingir um valor superior a 95 % do estado
estaciondrio.

(") O peso dos peixes no final da fase de fixagdo pode ser estimado a partir de dados de estudos anteriores ou de conhecimento prévio sobre
o0 aumento provével da dimensdo da espécie de ensaio a partir de um peso normal no inicio do ensaio ao longo de uma fase de fixagdo
normal (por exemplo, 28 dias).
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Utilizando a equacdo A5.14, o tempo necessdrio para atingir 80 % do estado estaciondrio é dado por:

0,80 =1-¢ k2 [Equagdo A5.15]
ou
-1n(0,20) 1,6 [Equagdo A5.16]
80— . =
k) ks

De modo semelhante, o tempo necessdrio para atingir 95 % do estado estaciondrio é:

- 1n(0,05) 3,0 [Equagdo A5.17]

BT Tk

Por exemplo, para uma substincia em estudo com log Ky, = 4, a duragdo da fase de fixa¢do (ou seja, o tempo
necessario para atingir uma determinada percentagem do estado estaciondrio, por exemplo, t,, ou t,s), utilizando
a equagdo A5.5, a equagdo A5.16 e a equagdo A5.17, é&

logk, = 1,47 - 0,414 - 4

k, = 0,652 dia~!

tgo = 0,16?2 = 2,45 dias (59 horas)
ou tys = 30 _ 4,60 dias (110 horas)
0,652

Como alternativa,
to = 6,54 10 3K, + 55,31 (horass) [Equagdo A5.18]

te = 6,54-10-3-10%+ 55,31 = 121 horas

Para o célculo do tempo necessdrio para atingir o estado estaciondrio real, t.q (12), pode utilizar-se a expressio
infra. No caso de uma substincia em estudo com log K, = 4, obtém-se:

. ESTIMATIVA DA DURACAO DA FASE DE DEPURACAO

Com base na equagdo geral que descreve a fixagdo e a depuracdo, pressupondo uma cinética de primeira ordem,
pode obter-se uma estimativa do tempo necessirio para reduzir a carga corporal a uma determinada
percentagem da concentragio inicial (¢f. equagdo A5.9 (1) (13)).

Para a fase de depuracdo, pressupde-se que o valor C, (ou C,..., Para o ensaio por via alimentar) é zero. Assim,
a equagio pode ser reduzida a:

dc Equacdo A5.19
L —k,C quag

a

ou

Cr=Cro-e” kat [Equacdo A5.20]

em que C;, representa a concentragio no inicio do periodo de depuragio.
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O tempo necessdrio para atingir 50 % da depuragdo (t;,) é dado por:

& _1_ e katso
Co 2
ou

- -1n(0,50) _ 0,693
50 kz k2

Do mesmo modo, o tempo necessario para atingir 95 % de depuragdo serd:

- -In(0,05) 3,0
95 = 7k2 = k,

Caso se utilize um valor correspondente a 80 % da fixagdo no primeiro periodo (1,6/k,) e a 95 % da depuragio
na fase respetiva (3,0/k,), a duracdo da fase de depuragio é aproximadamente o dobro da duracio da fase de
fixacdo.

Saliente-se que as estimativas em causa apenas sdo validas para perfis de fixa¢do e depuragio que sigam uma
cinética de primeira ordem. Caso seja evidente que tal ndo sucede, estas estimativas ndo sdo validas.

4. METODO SEQUENCIAL: DETERMINACAO DA CONSTANTE DE VELOCIDADE DE DEPURACAO, K,

Considera-se que a maioria dos dados referentes a bioconcentragdo sdo razoavelmente descritos por recurso
a um modelo simples do tipo «dois compartimentos/dois pardmetros», baseado na linearidade da curva obtida
das concentragdes nos peixes (numa escala In) durante a fase de depuragio.
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De sublinhar que os desvios a uma linha reta podem indicar um perfil de depuragio mais complexo do que uma
cinética de primeira ordem. Para abordar tipos de depuracio que se desviem de uma cinética de primeira ordem,
pode aplicar-se o método grafico.

Para calcular o valor k, para varios pontos de amostragem, deve realizar-se uma regressdo linear do logaritmo
natural da concentra¢do em funcio do tempo. O declive da linha obtida constitui uma estimativa da constante
de velocidade de depuragdo k, ('). A partir da ordenada na origem, a concentragio média nos peixes no inicio da
fase de depuragdo (C,; que € igual a concentragdo média nos peixes no final da fase de fixagdo) pode ser
facilmente calculada (incluindo margens de erro) ('):

CO,d = eord,ﬂn'gcm [Equagﬁo AS 2 1]

(") Na maioria dos programas de regressdo linear, apresentam-se também os erros-padrdo e o intervalo de confianga (IC) das estimativas
(caso, por exemplo, do Microsoft Excel, recorrendo ao conjunto de ferramentas Data Analysis.
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Para calcular o valor k, quando se encontram disponiveis apenas dois pontos (de amostragem) (como na
conce¢do minimizada), as duas concentragdes médias devem ser substituidas pela seguinte equagdo

In(Cy)-In(Cp) [Equagdo A5.22]

k, =
’ ty— 1,

Em que In(C;)) e In(C,,) sdo os logaritmos naturais das concentragdes nos pontos t, e t,, respetivamente, e t, e t,
sdo os pontos em que as duas amostras foram recolhidas em relagdo ao inicio da depuragio ().

5. METODO~ SEQUENCIAL: DETERMINACAO DA CONSTANTE DE VELOCIDADE DE FIXACAO K, (APENAS NO METODO DE
EXPOSICAO POR VIA AQUOSA)

Para determinar um valor de k, a partir de uma série sequencial de dados tempo/concentragio para a fase de
fixagdo, deve recorrer-se a um programa informadtico que utilize o seguinte modelo:

[Equagdo A5.23]

(1-¢ ¥

Cilt) =Cult)

Em que k, é dado pelo cdlculo anterior C{t) e C,(f) sdo as concentra¢des nos peixes e na dgua, respetivamente,
no ponto t.

Para calcular o valor de k, quando se dispde apenas de dois pontos de amostragem (como na conce¢do
minimizada), utiliza-se a seguinte férmula:

Cs- ks [Equagdo A5.24]

k= e

Em que k, é dado pelo célculo anterior, C; é a concentragdo nos peixes no inicio da fase de depuracio e C, é
a concentra¢do média na dgua durante a fase de fixagdo ().

Pode proceder-se a inspecdo visual dos declives k, e k, representados num grafico em funcio dos dados relativos
aos pontos de amostragem medidos para avaliar a adequacdo do ajustamento. Caso se verifique que o método
sequencial ndo produziu uma boa estimativa do valor k,, deve aplicar-se a metodologia simultanea para calcular
os valores k, e k, (ver a seccdo 6 infra). Novamente, os declives resultantes devem ser comparados com
a representagdo grafica dos dados medidos para efeitos de inspe¢do visual da adequagio do ajustamento. Caso
o ajustamento ainda ndo seja adequado, isso pode indiciar que a cinética ndo é de primeira ordem e que se
devem utilizar outros modelos mais complexos.

6. METODO SIMULTANEO PARA O CALCpLO DAS CONSTANTES DE VELOCIDADE DE FIXAC.AO E DE DEPURACAO
(APENAS PARA O METODO DE EXPOSICAO POR VIA AQUOSA)

Podem utilizar-se programas informadticos para obter valores para k, e k, a partir de uma série sequencial de
dados tempo/concentragio, aplicando o seguinte modelo teérico:

C;=C,- k_l (1-¢ 2 0<t<t, [Equagdo A5.25]
ks

Cr=C,- ﬁ (e—kz(t—tc)_ e—kzt) t>t [Equagdo A5.26]
ks

em que

t. = tempo decorrido até ao final da fase de fixagdo.

(") Ao contrério do que se verifica no método de regressio linear, o recurso a esta formula ndo permite obter um erro-padrdo para k2.
(*) Ao contrério do que se verifica num modelo de regressdo linear, em regra, este método ndo produzird um erro-padrdo nem um intervalo
de confianca para o valor k1 estimado.
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Esta metodologia fornece diretamente os erros-padrio das estimativas de k, e k,. Se, nas equagdes A5.25 e
A5.26, k, [k, for substituido pelo BCF (c¢f. equagdo A5.4), é possivel estimar igualmente o erro-padrdo e o IC de
95 % do BCF. O que precede é de especial utilidade na comparacio de diferentes estimativas devido a
transformagdo dos dados. A varidvel dependente (concentragio nos peixes) pode ser ajustada com ou sem
o logaritmo natural e é possivel avaliar a incerteza do BCF daf resultante.

Uma vez que existe uma forte correlacio entre os dois pardmetros k, e k,, se os mesmos forem estimados
simultaneamente pode ser recomenddvel calcular em primeiro lugar o valor k, apenas a partir dos dados de
depuracdo (ver supra); este valor pode, na maioria dos casos, ser estimado a partir da curva de depuragdo com
uma precisio relativamente elevada. O valor k, pode ser subsequentemente calculado a partir dos dados de
fixagdo, por regressdo ndo linear (). Recomenda-se o recurso a mesma transformacdo dos dados no ajustamento
sequencial.

Pode proceder-se a inspecio visual dos declives resultantes se representados num grafico em fun¢do dos dados
relativos aos pontos de amostragem medidos para avaliar a adequacdo do ajustamento. Caso se verifique que este
método ndo produziu uma boa estimativa do valor k,, pode aplicar-se a metodologia simultinea para calcular os
valores k, e k,. Também aqui, o modelo ajustado deve ser comparado com a representacdo grafica dos dados
medidos com vista a inspe¢do visual da adequacdo do ajustamento e das estimativas de pardmetros resultantes
para k,, k,; o BCF resultante e os respetivos erros-padrdo efou intervalos de confianca devem ser comparados
entre os diferentes tipos de ajustamento.

Caso a adequagdo do ajustamento seja fraca, pode indiciar que ndo é aplicdvel uma cinética de primeira ordem e
de que se devem utilizar outros modelos mais complexos. Uma das complicagdes mais comuns é o crescimento
dos peixes durante o ensaio.

7. CORRECAO EM FUNCAO DA DILUICAO DE CRESCIMENTO PARA O BMF E O BCF CINETICO

A presente seccdo descreve um método normalizado (denominado «diluicdo de crescimento») para a corregdo
devido ao crescimento dos peixes durante o ensaio, que é valido apenas se a cinética for de primeira ordem.
Caso existam indicios de que tal ndo sucede, recomenda-se que se solicite o parecer de um perito em bioesta-
tistica para uma correcdo adequada em fungdo da diluicio de crescimento, ou que se utilize a metodologia
baseada na massa descrita infra.

Por vezes, o método de correcdo em funcio da dilui¢do de crescimento carece de precisio, podendo mesmo nio
ser adequado (por exemplo, no caso de substincias de depuragdo muito lenta ensaiadas em peixes de
crescimento rapido, a constante de velocidade de depuracio obtida corrigida em funcio da diluicio de
crescimento, k,, pode ser muito reduzida, pelo que o erro nas duas constantes de velocidade utilizadas para
a obter se torna critico; por vezes, as estimativas do valor k, podem ser superiores a k,). Nestes casos, ¢ posswel
utilizar uma metodologia alternativa (metodologia baseada na massa), que também funciona quando a cinética
ndo ¢é de primeira ordem, o que evita a necessidade de correcdo. Esta metodologia é descrita no final da presente
secgdo.

Método de subtracio da constante de velocidade de crescimento para efeitos de correcio em funcio do
crescimento

No caso do método normalizado, todos os dados relativos ao peso e comprimento individual sdo convertidos
em logaritmos naturais e In(peso) ou In(1/peso) é representado graficamente em funcio do tempo (dia), separa-
damente para os grupos de tratamento e de controlo. Aplica-se 0 mesmo processo, separadamente, aos dados
das fases de fixagdo e de depuragdo. Em regra, para fins de corre¢do em funcdo da diluicio de crescimento, é
mais adequado utilizar os dados relativos ao peso de todo o estudo para obter a constante de velocidade de
crescimento (k,), mas a ocorréncia de diferengas estatisticamente significativas entre as constantes de velocidade
de crescimento obtidas para a fase de fixagdo e de depuragdo pode indicar a necessidade de utilizar a constante
de velocidade da fase de depuracdo. E possivel utilizar as taxas de crescimento global dos estudos aquosos para
os grupos de ensaio e de controlo para determinar a ocorréncia de efeitos relacionados com o tratamento.

(") E necessdrio estar consciente de que a incerteza na estimativa de k2 ndo ¢ utilizada de modo adequado no modelo de bioacumulacio de
for essencialmente considerada uma constante no ajustamento de k1 no método de ajustamento sequencial. Portanto, a incerteza
resultante relativa ao BCF serd diferente entre os métodos de ajustamento simultaneo e sequencial.
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Aplica-se uma correlagdo linear dos minimos quadrados ao logaritmo natural do peso dos peixes em fun¢do do
dia (e para In(1/peso) em funcio do dia), para cada grupo (grupos de controlo e de ensaio(s), dados individuais e
ndo valores médios didrios) e para o estudo na sua globalidade, isto ¢, as fases de fixa¢do e de depuragdo, por
métodos estatisticos normalizados. Calculam-se as varidncias nos declives das linhas, que sio utilizadas para
avaliar a significancia estatistica (p = 0,05) da diferenca nos declives (constantes de velocidade de crescimento),
através do teste t de Student (ou por andlise ANOVA, caso se proceda ao ensaio de mais do que uma
concentragdo). Em geral, os dados relativos ao peso sdo preferiveis para fins de corre¢do em fungio do
crescimento. Os dados relativos ao comprimento, tratados da mesma forma, podem ser tteis para comparar os
grupos de controlo e de ensaio no que se refere a efeitos relacionados com o tratamento. Caso ndo se observe
uma diferenca estatisticamente significativa na andlise dos dados relativos ao peso, os dados de ensaio e de
controlo podem ser combinados e pode calcular-se uma constante de velocidade de crescimento global dos
peixes para o estudo (k), que é o declive global da correlacdo linear. Caso se observem diferengas estatisticamente
significativas, as constantes de velocidade de crescimento sdo registadas separadamente para cada grupo de
peixes efou cada fase do estudo. A constante de velocidade de cada grupo tratado deve ser utilizada para efeitos
de correcdo em fungdo da diluigdo de crescimento desse grupo. Se se observarem diferengas estatisticas entre as
constantes de velocidade das fases de fixacdo e de depuracdo, devem utilizar-se as constantes de velocidade
obtidas na fase de depuragdo.

Para obter a constante de velocidade de depuragdo, k,, pode subtrair-se a constante de velocidade de

crescimento calculada (k, expressa em dia~1) & constante de velocidade de depuracdo global (k,).

ky =k, —k, [Equacdo A5.27]

A constante de velocidade de fixacdo é dividida pela constante de velocidade de depuracdo corrigida em fungio
do crescimento para obter o BCF cinético corrigido em fungdo do crescimento, denominado BCF,, (ou BMFy,).

BCFy, = :_1 [Equacdo A5.28]
2

A constante de velocidade de crescimento obtida para um estudo por via alimentar é utilizada na equagdo A7.5
para calcular o BMF,, corrigido em funcdo do crescimento (cf. apéndice 7).

Método de corre¢io em funcio do crescimento com base na massa

Descreve-se de seguida, uma alternativa ao método de subtragio da constante de velocidade de crescimento
supra que evita a necessidade da corregdo em fung¢do do crescimento. O principio consiste em utilizar dados de
depuragdo com base na massa, por peixe inteiro, em vez dados baseados na concentragio.

As concentracdes nos tecidos na fase de depuracdo (massa da substincia em estudofunidade de massa dos
peixes) devem ser convertidas na massa da substincia em estudo/peixes: devem fazer-se corresponder, num
quadro, as concentracdes e o peso individual dos peixes (por exemplo, recorrendo a uma folha de célculo
informdtica) e multiplicar cada concentracio pelo peso total dos peixes, para que essa medigdo dé origem a um
conjunto de massa da substincia em estudo/peixes para todas as amostras da fase de depuracio.

De seguida, representa-se graficamente o logaritmo natural resultante dos dados relativos a massa da substincia
em fungdo do tempo, para a fase de depuragdo da experiéncia tal como seria normalmente realizada.

No que respeita a0 método de exposi¢do por via aquosa, deve obter-se normalmente a constante de velocidade
de fixacdo (ver secgdes 4 e 6; importa salientar que se deve utilizar o valor k, «normal> nas equagdes de
ajustamento das curvas para k,) e a constante de velocidade de depuragio a partir dos dados supra. Uma vez que
— por ter sido obtido com base na massa por peixe inteiro — o valor resultante para a constante de velocidade
de depuragdo ¢ independente do crescimento, deve denominar-se k,, e ndo k,.
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8. NORMALIZACAO DOS LIPIDOS PARA UM TEOR DE L{PIDOS DE 5 % (APENAS NO METODO DE EXPOSICAO AQUOSA)

Os resultados do BCF (cinético e em estado estaciondrio) dos ensaios de exposi¢do aquosa também devem ser
registados em relagdo a um teor normalizado de lipidos de 5 % da massa himida, por peixe, a menos que seja
possivel argumentar que a substincia em estudo ndo se acumula principalmente nos lipidos (por exemplo,
algumas substancias perfluoradas podem ligar-se as proteinas). E necessirio converter os dados relativos a
concentragio nos peixes, ou o BCF, num um teor de lipidos de 5 % em relagdo a massa himida. Caso se
utilizem os mesmos peixes para medir as concentra¢des da substincia e o teor de lipidos em todos os pontos de
amostragem, ¢ necessario corrigir todas as concentrac¢des individuais medidas em funcdo do teor de lipidos desse

peixe.
0,05 ~ .
Cp = e [Equagdo A5.29]
L
em que
C, = concentragdo nos peixes normalizada em fungdo dos lipidos (mg kg-! massa hiamida)
L = fragdo de lipidos (com base na massa himida)
(o = concentragdo da substincia em estudo nos peixes (mg kg~ ! massa himida)

Se ndo se tiver procedido a andlise dos lipidos em todos os peixes recolhidos para amostra, deve utilizar-se um
valor médio para normalizar o BCF. Para o BCF do estado estaciondrio, deve utilizar-se o valor médio registado
no final da fase de fixacio no grupo de tratamento. Para a normalizagdo de um BCF cinético, pode justificar-se,
por vezes, uma metodologia diferente, por exemplo, caso se tenham verificado alteragdes significativas do teor
de lipidos durante a fase de fixagdo ou de depuragdo. De qualquer modo, deve utilizar-se normalmente uma taxa
de alimentagdo que minimize alteracdes significativas do teor de lipidos.

BCFy = Oiﬂ- BCF ¢ [Equacio A5.30]
em que

BCF,, = BCF cinético normalizado em fungdo dos lipidos (L kg 1)

L, = fracdo média de lipidos (com base na massa hiimida)

BCF, = BCF cinético (L kg~7)
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Apéndice 6

SECCAO DE EQUACOES PARA O ENSAIO DE EXPOSICAO AQUOSA: ENSAIO DE CONCECAO
MINIMIZADA

A fundamentagdo subjacente a esta metodologia é que o fator de bioconcentragio num ensaio completo pode ser
determinado como fator de bioconcentragio do estado estaciondrio (BCF), através do cilculo do ricio entre
a concentragdo da substancia em estudo nos tecidos dos peixes e a concentragio da substancia em estudo na dgua,
ou mediante o célculo do fator de bioconcentragio cinético (BCF,) como récio entre a constante de velocidade de
fixagdo k, e a constante de velocidade de depuracdo k,. O BCF, é védlido mesmo que ndo se alcance a concentracio
da substancia no estado estaciondrio durante a fixagdo, desde que esta dltima e a depuracdo sigam aproximadamente
processos de cinética de primeira ordem.

Caso se efetue uma medicdo da concentracdo da substincia nos tecidos (C;) no momento em que a exposi¢io
termina (t,) e a concentracdo nos tecidos (C;,) for novamente medida apds algum tempo (t,), é possivel estimar
a constante de velocidade de depuracio (k,) por recurso a equagdo A5.22 do apéndice 5.

A constante de velocidade de fixagdo, k,, pode ser entdo determinada algebricamente através da equacdo A5.23 do
apéndice 5 (em que C; é igual a C, e t é igual a t,) (1). O fator de bioconcentragdo cinético para a concegdo
minimizada (denominado BCF,,, para o distinguir dos fatores de bioconcentragdo cinéticos determinados através de
outros métodos) é o seguinte:

~

BCF,, — K1 [Equagao A6.1]

2

As concentragdes ou os resultados devem ser corrigidos em fungdo da dilui¢do de crescimento e normalizados em
funcio de um teor de lipidos dos peixes de 5 %, como descrito no apéndice 5.

O BC(F;; minimizado é o BCF calculado no final da fase de fixagdo, pressupondo que se atingiu o estado
estaciondrio. Apenas se pode pressupor o que precede porque o niimero de pontos de amostragem nio ¢ suficiente
para o provar.

C - min. ~ .
BCFss minimizado = —f = min$ [Equagdo A6.2]

w - minSS

Em que

Ceminss = Concentragdo nos peixes no estado estaciondrio pressuposto no final da fase de fixagdo (mg kg ' massa
hdimida).

C = Concentragdo na dgua no estado estaciondrio pressuposto no final da fase de fixa¢do (mg kg-1).

‘w-minSS
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Apéndice 7
SECCAO DE EQUACOES PARA O ENSAIO DE EXPOSICAO POR VIA ALIMENTAR

1. Exemplo de quantidades de constituintes de um alimento comercial para peixes

2. Exemplos de técnicas de enriquecimento do alimento

3. Célculo da eficiéncia de assimilagdo e do fator de bioamplificacdo

N

. Corregdo em funcdo dos lipidos

w1

. Avaliacdo das diferencas entre a concentracio medida no instante zero (CO,m) e a concentragdo obtida no instante
zero (CO,d)

6. Orientacdes para substancias em estudo com depuracio muito rdpida

1. EXEMPLO DE QUANTIDADES DE CONSTITUINTES DE UM ALIMENTO COMERCIAL PARA PEIXES

Principal constituinte farinha de peixe
Proteina bruta <550%
Matéria gorda bruta <150%(Y)
Fibra bruta 22,0%
Humidade 212 %
Cinzas >8%

(') Em algumas regides, pode ser possivel obter apenas alimento para peixe com uma concentragdo de lipidos muito inferior
a este limite superior. Nesses casos, os estudos devem ser executados com a concentracdo de lipidos inferior nos alimentos
conforme fornecidos e a taxa de alimentacdo ajustada em conformidade para manter a satide dos peixes. Ndo se deve au-
mentar os lipidos nos alimentos de forma artificial através da adicdo de 6leo em excesso.

2. EXEMPLOS DE TECNICAS DE ENRIQUECIMENTO DO ALIMENTO

Generalidades

As dietas de controlo devem ser preparadas exatamente da mesma forma que a dieta enriquecida, mas com
a auséncia da substancia em estudo.

Para verificar a concentragio da dieta tratada, devem recolher-se, por um método adequado, amostras em
triplicado do alimento enriquecido e determinar-se a concentragdo da substincia em estudo ou a radioatividade
nos extratos. Deve demonstrar-se a ocorréncia de recuperagdes analiticas elevadas (> 85 %) com variagdo
reduzida entre amostras (as trés concentracdes das amostras da substincia recolhidas no inicio do ensaio ndo
devem variar mais de + 15 % da média).

Durante o ensaio por via alimentar, devem recolher-se trés amostras da dieta para andlise no dia 0 e no final da
fase de fixacdo, para determinar o teor da substancia em estudo na dieta.
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Preparacio do alimento para peixes com um material de ensaio liquido (puro)

Deve definir-se uma concentragio de ensaio nominal pretendida no alimento para peixes tratado, por exemplo,
500 pg de substancia em estudo/g alimento. Num frasco de vidro ou numa ampola de um evaporador rotativo,
adiciona-se a quantidade adequada (em termos de massa molar ou radioatividade especifica) da substincia em
ensaio pura a uma massa conhecida de alimento para peixes. A massa de alimento para peixes deve ser
suficiente para a duracdo da fase de fixacdo (atendendo a necessidade de utilizar quantidades crescentes em cada
administragdo de alimentos, devido ao crescimento dos peixes). O alimento para peixes/a substincia em estudo
devem ser misturados de um dia para o outro por rotacio lenta em tambor (p. ex., com um rotor giratorio ou
por rotagio — caso se utilize a ampola de um evaporador rotativo). A alimentagdo enriquecida deve ser
armazenada em condigdes (por exemplo, de refrigeracdo) que mantenham a estabilidade da substincia em estudo
até a utilizagdo dos alimentos.

Preparacio do alimento para peixes com um excipiente de 6leo de peixe ou de milho

As substancias em estudo sélidas devem ser moidas num almofariz até que se obtenha um pé fino. As
substincias em estudo liquidas podem ser diretamente adicionadas ao 6leo de peixe ou de milho. A substincia
em estudo deve ser dissolvida numa quantidade conhecida de 6leo de peixe ou de milho (por exemplo, 5-15 ml).
O 6leo com a substancia ¢ transferido quantitativamente para uma ampola de um evaporador rotativo de
dimensdo adequada. O frasco utilizado para preparar o dleo com a substincia deve ser lavado com duas
pequenas aliquotas de 6leo que serdo acrescentadas a ampola para garantir a transferéncia de toda a substincia
em estudo. Para garantir a dissolucdo/dispersdo completa no dleo (ou caso se utilize mais do que uma substincia
em estudo no ensaio), introduz-se um microagitador, o frasco é tapado e a mistura é vigorosamente agitada de
um dia para o outro. Para o ensaio, coloca-se uma quantidade adequada de alimento dos peixes (normalmente
sob a forma de granulados) na ampola, sendo o contetido desta agitado de modo homogéneo por rotagio
continua durante, pelo menos, 30 minutos, mas de preferéncia de um dia para o outro. A partir dai, o alimento
enriquecido é armazenado de modo adequado (p.ex., com refrigeracdo) para garantir a estabilidade da substincia
em estudo no alimento até a utilizagdo deste.

Preparacio do alimento para peixes com um solvente orginico

Dissolve-se uma quantidade adequada (em termos de massa molar ou radioatividade especifica) da substincia em
estudo, suficiente para atingir a dose pretendida, num solvente orgdnico adequado (p. ex., 10-40 ml de ciclo-
-hexano ou acetona, ou um volume mais elevado se necessdrio, em funcio da quantidade de alimentos
a enriquecer). Deve misturar-se quer uma aliquota desta solugdo quer a totalidade da mesma (no que se refere a
porgio adicionada) com a massa de alimento para peixes adequada suficiente para que o ensaio atinja o nivel de
dosagem nominal exigido. O alimento/a substincia em estudo podem ser misturados num recipiente de mistura
de ago inoxidavel; o alimento recentemente enriquecido deve permanecer no recipiente, numa hote, durante dois
dias, sendo ocasionalmente agitado, para permitir que o excesso de solvente evapore, ou colocado na ampola de
um evaporador rotativo com rotagdo continua. O excesso de solvente pode ser removido com um fluxo de ar
ou azoto, se necessario. Hd que garantir que a substincia em estudo ndo cristaliza 8 medida que o solvente é
removido. A alimentagio enriquecida deve ser armazenada em condigdes (p. ex., com refrigeragio) que
mantenham a estabilidade da substancia em estudo até a utiliza¢gdo dos alimentos.

3. CALCULO DA EFICIENCIA DE ASSIMILACAO E DO FATOR DE BIOAMPLIFICACAO

Para calcular a eficiéncia de assimilacdo, deve estimar-se, em primeiro lugar, a constante de velocidade de
depuragdo de acordo com a secgdo 4 do apéndice 5 (através do «amétodo sequencial», ou seja, regressdo linear
normalizada) com concentragdes médias das amostras da fase de depuracdo. A constante de velocidade de
alimentacdo, I, e a duragdo da fixagdo, t, sdo pardmetros conhecidos do estudo. O pardmetro C,; ..., —
concentragio média da substincia em estudo no alimento — ¢é uma varidvel determinada no ensaio. C,,
a concentracdo da substancia em estudo nos peixes no final da fase de fixagdo, é normalmente obtida a partir da
ordenada na origem de uma representagdo grafica do logaritmo natural da concentragio em fungio do dia de
depuracio.
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A eficiéncia de assimilacio da substincia (a, absor¢do da substancia em estudo no intestino) é calculada do
seguinte modo:

Coa- ki 1 [Equagdo A7.1]
I- Calimemo 1-e” kot

em que:

Coq = concentragdo obtida nos peixes no instante zero da fase de depuragdo (mg kg~');

k, = constante de velocidade de depuracdo global (ndo corrigida em funcio do crescimento) (dia- 1), calculada
segundo as equacdes apresentadas no apéndice 5, sec¢do 3;

I = constante de velocidade de ingestdo do alimento (g alimento g-! peixes dia-1);

C = concentra¢do nos alimentos (mg kg alimento);

alimento

t = duracdo do periodo de alimentacio (dia)

Pode ser, contudo, necessirio ajustar a taxa de alimentacdo, I, utilizada no cdlculo em fun¢do do crescimento dos
peixes, para obter uma eficiéncia de assimilagdo correta, a. Num ensaio em que os peixes crescam significati-
vamente durante a fase de fixa¢do (na qual ndo é efetuada qualquer correcdo das quantidades de alimentagio
para manter a taxa de alimentagio definida), a taxa de alimentacdo real & medida que a fixacdo progride serd
inferior & definida, o que resulta numa eficiéncia de assimilagio «real» mais elevada. Importa salientar que o que
precede ndo é importante para o cdlculo global do BMF, jd que as condigdes de I sdo efetivamente anuladas entre
aequagio A7.1ea equagao A7.4. E possivel obter a taxa média de alimentacio corrigida em funcio da diluigio
de crescimento, I, de vdrias formas, mas um método simples e rigoroso consiste na utilizagio da constante de
velocidade de crescimento conhecida (k) para estimar o peso dos peixes de ensaio em determinados pontos
durante a fase de fixagdo, ou seja:

Wi (t) = Wy x s [Equagdo A7.2]
em que

W) = peso médio dos peixes no dia de fixacdo ¢

W, = peso médio dos peixes no inicio da experiéncia

Deste modo, é (pelo menos) possivel estimar o peso médio dos peixes 1o Gltimo dia de exposicao (Wi d, fixacio)-
Uma vez que a taxa de ahmentagao foi definida com base em Wy, é possivel calcular a taxa de alimentagio real
para cada dia de fixagdo através destes dois valores relativos ao peso. A taxa de alimentacdo corrigida em fungdo
do crescimento, I, (g alimento g~ peixes dia~!), a utilizar em vez de I em casos de crescimento rdpido durante
a fase de fixacdo, pode ser calculada como

I x Wy [Equagdo A7.3]

w final da absorgao

Apbs a obtencdo da eficiéncia de alimentacio, é possivel calcular o BMF multiplicando-a pela constante de
velocidade de alimentagdo I (ou I, se utilizado para calcular a) e dividindo o produto pela constante de
velocidade de depuragio global k,:

BMF =1 - [Equacio A7.4]
2

O fator de bioamplificacdo corrigido em funcdo do crescimento deve ser calculado da mesma forma, com
a constante de velocidade de depuracdo corrigida em funcio do crescimento (obtida em conformidade com
a sec¢do 7 do apéndice 5). Novamente, se I, tiver sido utilizado para calcular a, também deve ser utilizado neste
caso em vez de I:

BMF — [ x a [Equagdo A7.5]
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em que:

a = eficiéncia de assimila¢io (absor¢do da substancia em estudo no intestino);

k, = constante de velocidade de depuracio global (ndo corrigida em fungio do crescimento) (dia~ 1), calculada
segundo as equagdes apresentadas no apéndice 5, sec¢do 3;

k,, = constante de velocidade de depuracdo corrigida em fungido do crescimento (dia~");

I = constante de velocidade de ingestdo do alimento (g alimento g-! peixes dia~!);

A semivida corrigida em fungdo do crescimento (t,,) € calculada da seguinte forma.

t, = 0,693 [Equagdo A7.6]
12 = K
2

A eficiéncia de assimilacio da substincia a partir da alimentacdo também pode ser estimada se se determinarem
os residuos nos tecidos durante a fase linear da fase de fixacdo (entre os dias 1 e 3). Neste caso, é possivel
determinar a eficiéncia de assimilagio da substncia (a) do seguinte modo

_ C peixes (t) [Equagio A7. 7]
I xC alimento X T

Em que,

Coures(t) = a concentragdo da substancia em estudo nos peixes no tempo t (mg kg~ ! massa himida).

4. CORRECAO EM FUNCAO DOS LIPIDOS

Caso se tenha determinado o teor de lipidos nos mesmos peixes que foram submetidos a andlise para
a determinacdo da substincia em todos os intervalos de amostragem, as concentra¢des individuais devem ser
corrigidas em funcio dos lipidos e o logaritmo natural da concentragio corrigido em fungdo dos lipidos deve ser
representado graficamente em fungio da depuragio (dia) para apresentar C,, e k,. Subsequentemente, é possivel
calcular a eficiéncia de assimilacdo (equagdo A7.1) em funcgdo dos lipidos, através de C; .., em fungdo dos
lipidos (isto ¢, C,ene ¢ multiplicado pela fracdo média de lipidos do alimento). O cdlculo subsequente com
a equagdo A7.4 e a equagdo A7.5 dard diretamente o BMF corrigido em func¢do dos lipidos (e corrigido em
fungdo da dilui¢do de crescimento).

Caso contrdrio, a fragdo média de lipidos (p/p) nos peixes e nos alimentos é obtida para os grupos de tratamento
e de controlo (para os alimentos e os peixes do grupo de controlo isto é normalmente efetuado a partir dos
dados determinados no inicio e no final da exposi¢io; no que se refere aos peixes do grupo de tratamento, isto é
normalmente realizado a partir dos dados determinados apenas no final da exposi¢do). Em alguns estudos,
o teor de lipidos dos peixes pode aumentar significativamente; nesses casos, é mais adequado utilizar uma
concentragdo média de lipidos nos peixes do lote de ensaio calculada a partir dos valores medidos no final da
exposicdo e no final da depuracdo. Em geral, devem utilizar-se apenas os dados do grupo de tratamento para
obter ambas as fracdes de lipidos.

O fator de correcio em fungio dos lipidos (L,) é calculado da seguinte forma:

L peixes [Equagio A78]
L c =

L alimento

Em que L, € Lyjimen, 530 as fragdes médias de lipidos nos peixes e no alimento, respetivamente.
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O fator de corregdo em funcio dos lipidos é utilizado para calcular o fator de bioamplificagdo corrigido em
funcdo dos lipidos (BMF,):

BMF, = BMF [Equagdo A7.9]

5. AVALIACAO DAS DIFERENCAS ENTRE A CONCENTRAGAO MEDIDA NO INSTANTE ZERO (Cow) E A CONCENTRAGCAO
OBTIDA NO INSTANTE ZERO (C, )

A concentragdo medida no instante zero (C,,) e a concentragio obtida no instante zero (C,,) devem ser
comparadas. Caso sejam muito semelhantes, tal apoia o modelo de primeira ordem utilizado para obter os
parametros de depuragio.

Em alguns estudos, pode observar-se uma diferenca acentuada entre o valor obtido no instante zero Cy,, e
a concentragdo média medida no instante zero, C,, (ver dltimo ponto do ponto 159 do presente método de
ensaio). Se C,y for muito inferior a Cy, (C,y << C,,), a diferenga pode sugerir a presenca de alimento
enriquecido nido digerido nos intestinos. Isto pode ser verificado experimentalmente mediante uma andlise
separada do intestino excisado, caso tenham sido recolhidas e armazenadas no final da fase de fixacdo amostras
adicionais (peixes inteiros). Caso contrario, se um teste estatisticamente valido aos valores andémalos aplicado a
regressdo linear da fase de depuracio indicar que o primeiro ponto de amostragem da depuracdo é erradamente
elevado, pode ser adequado executar a regressdo linear para obter k, omitindo o primeiro ponto de concentragio
da depuragdo. Nestes casos, se a incerteza na regressdo linear diminuir de forma acentuada, e for evidente que se
registou uma cinética aproximadamente de primeira ordem, pode ser adequado utilizar os valores C,, e k,
resultantes no cdlculo da eficiéncia de assimilagdo. O que precede deve ser devidamente fundamentado no
relatorio. E igualmente possivel que ndo se seguisse uma cinética de primeira ordem na fase de depuragdo. Caso
isto seja provavel (ou segja, o logaritmo natural dos dados parece seguir uma curva em comparagio com
a representagdo grafica da regressdo linear em linha reta), é pouco provavel que os cdlculos de k, e C;4 sejam
vélidos e deve solicitar-se a orientacdo de um perito em bioestatistica.

Se C,, for muito superior ao valor medido (C,y >> C,.), isto pode indicar o seguinte: que a substancia foi
depurada com grande rapidez (ou seja, os pontos de amostragem aproximaram-se do limite de quantifica¢do do
método analitico muito cedo na fase de depuragdo, cf. sec¢do 6 infra); que se verificou um desvio da cinética de
primeira ordem; que a regressdo linear para obter k, e C,, estd errada; ou que ocorreu um problema com as
concentragdes medidas no estudo em alguns pontos de amostragem. Nesses casos, deve analisar-se
a representacdo gréfica da regressdo linear para verificar a ocorréncia de amostras no limite de quantificagio ou
perto deste, valores anémalos e uma curvatura 6bvia (que sugere que ndo se seguiu uma cinética de primeira
ordem), e esses aspetos salientados no relatério. Qualquer reavaliacio subsequente da regressio linear para
melhorar os valores estimados deve ser descrita e fundamentada. Caso se observe um desvio acentuado da
cinética de primeira ordem, é pouco provavel que os cdlculos de k, e C,, sejam vdlidos e deve solicitar-se
a orientacdo de um perito em bioestatistica.

6. ORIENTACOES PARA SUBSTANCIAS EM ESTUDO COM DEPURACAO MUITO RAPIDA

Tal como discutido no ponto 129 do método de ensaio, algumas substincias pode depurar com uma rapidez tal
que ndo é possivel obter uma concentragdo fidvel no instante zero, C,,, e k, porque num momento muito
precoce da fase de depuragdo (isto ¢, a partir da segunda amostra de depuracio) deixa de ser possivel medir
efetivamente a substincia nas amostras (concentracdes registadas no limite de quantificacdo). Esta situacdo foi
observada no ensaio interlaboratorial levado a cabo para fundamentar este método de ensaio com benzola]
pireno e documentada no relatério de validacio do método. Nestes casos ndo é possivel realizar uma regressio
linear com fiabilidade, sendo que esta ¢ suscetivel de dar uma estimativa elevada pouco realista de C,,;, o que
resulta numa eficiéncia de assimilagdo aparente muito superior a 1. Nestes casos, é possivel calcular uma
estimativa prudente de k, e um «imite superior» do BMF.
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Utilizando os valores da fase de depuracdo nos quais se mediu uma concentragdo, até e incluindo a primeira
concentragdo «ndo detetdvel» (concentragio no limite de quantificagdo), uma regressio linear (utilizando
o logaritmo natural da concentragio em funcio do tempo) dard uma estimativa de k,. Para estes tipos de casos, é
provével que tal implique apenas dois valores (por exemplo, dias 1 e 2 de depuracio) e subsequentemente é
possivel estimar o valor k, através da equagdo A5.22 no apéndice 5. Esta estimativa de k, pode ser utilizada para
estimar uma eficiéncia de assimilagio de acordo com a equagio A7.1, substituindo o valor C;, na equagio pela
concentragdo medida no instante zero (C,,) nos casos em que se estime claramente que C,, ¢ muito superior ao
que teria sido possivel atingir no ensaio. Caso C, . nio seja determindvel, deve utilizar-se o limite de detegdo nos
tecidos dos peixes. Se, em alguns casos, se obtiver um valor de a > 1, como «cendrio pessimista» pressupde-se
que a eficiéncia de assimilagdo € 1.

Subsequentemente, ¢ possivel estimar o BMF, maximo com a equagdo A7.4, e deve ser identificado como um
valor «muito inferior a» (<<). Por exemplo, no que diz respeito a um estudo levado a cabo com uma taxa de
alimentagio de 3 %, uma semivida de depuracdo inferior a 3 dias, e um «cendrio pessimista» para a de 1, é
provavel que o BMF; seja inferior em cerca de 0,13. Tomando em consideragdo o objetivo desta estimativa e
o facto de que os valores serdo de cardter prudente, ndo é necessrio corrigi-los em fun¢do da diluicio de
crescimento nem do teor de lipidos nos peixes e no alimento.
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Apéndice 8

METODOLOGIAS PARA ESTIMAR BCF PROVIS(:)RIOS A PARTIR DOS DADOS RECOLHIDOS NO
ESTUDO DE EXPOSICAO POR VIA ALIMENTAR

O método por via alimentar ¢ incluido no presente método de ensaio para o ensaio da bioacumulagio de
substincias que ndo podem, na pritica, ser ensaiadas através do método de exposi¢do aquosa. O método de
exposicdo aquosa apresenta um fator de bioconcentragdo, ao passo que o método por via alimentar conduz
diretamente a informagdes sobre o potencial de bioamplificagdo da alimentacdo. Em muitos regimes de seguranca
quimica sdo exigidas informagdes sobre a bioconcentragdo aqudtica (por exemplo, na avaliagio dos riscos e no
Sistema Mundial Harmonizado de Classificacdo). Portanto, é necessdrio utilizar os dados gerados no estudo
alimentar para estimar um fator de bioconcentragdo comparavel aos ensaios realizados de acordo com o método de
exposicdo aquosa (). A presente seccio explora metodologias que podem ser seguidas para este efeito,
reconhecendo, no entanto, as deficiéncias inerentes as estimativas.

O estudo alimentar mede a depuragdo para dar uma constante de velocidade de depuragio, k,. Caso seja possivel
estimar uma constante de velocidade de fixacdo com os dados disponiveis para a situagdo na qual os peixes foram
expostos a substancia em estudo através da dgua, é possivel estimar um BCF cinético.

A estimativa de uma constante de velocidade de depuragio para a exposi¢do de uma substincia em estudo na dgua
depende de muitos pressupostos, todos os quais contribuirdo para a incerteza da estimativa. Além disso, esta
metodologia para estimar um BCF pressupde que a velocidade global de depuracio (incluindo fatores contribuintes
como a distribuicio no corpo e os processos de depuragdo individuais) é independente da técnica de exposicdo
utilizada para produzir uma carga corporal da substincia em estudo.

Os principais pressupostos inerentes & metodologia de estimativa podem ser resumidos do modo apresentado infra.

A depuracio no seguimento da fixacdo por via alimentar ¢ idéntica a depura¢do na sequéncia da exposi¢do no que
se refere a uma determinada substincia

A fixagdo a partir da dgua deve seguir uma cinética de primeira ordem

Consoante o método utilizado para estimar a fixa¢o:

— A fixa¢do pode ser correlacionada apenas com o peso dos peixes;

— A fixacdo pode ser correlacionada apenas com o coeficiente de particdo octanol-dgua da substancia;

— A fixacdo pode ser correlacionada com uma combinacdo do peso dos peixes e do coeficiente de parti¢do
octanol-dgua da substancia;

— Os fatores passiveis de afetar a fixagdo num estudo de exposi¢do aquosa na prética, como a biodisponibilidade
da substancia, a adsor¢do para o equipamento, o tamanho molecular, etc., tém pouco efeito;

— ¢, fundamentalmente:

A base de dados («série de rastreio») utilizada para desenvolver o método de estimativa da fixacdo é representativa
da substincia em apreco.

Virias publicacdes na literatura aberta obtiveram equagdes que relacionam a fixacdo a partir da dgua nos peixes
através das guelras com o coeficiente de particdo octanol-dgua de uma substincia, o peso dos peixes (1) (2) (3) (4),
o volume efou teor de lipidos, a permeagdo/difusdo por membrana (5) (6), o volume de ventilagdo dos peixes (7) e
através de uma metodologia de fugacidade/balanco de massas (8) (9) (10). Crookes & Brooke (11) apresentam, neste
ambito, uma avaliagdo pormenorizada destes métodos. Uma publicagdo de Barber (12) incidiu sobre a modelacio
da bioacumulacio através da fixacdo por via alimentar, o que também ¢é util neste contexto, uma vez que inclui
contributos de modelos de velocidade de fixacdo através das guelras. Uma sec¢do do documento de base do
protocolo alimentar de 2004 (13) também se dedicou a este aspeto.

(") Na natureza, a via que conduz a exposicdo mais elevada nos ambientes aquosos é provavelmente a ingestio no que diz respeito a
substincias muito hidréfobas e, como tal, um BCF estimado ndo € estritamente representativo do potencial de bioacumulagdo de uma
substancia deste tipo.
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A maioria destes modelos parece ter sido obtida com bases de dados limitadas. No que se refere aos modelos nos
quais as informagdes da base de dados utilizada para desenvolver o modelo se encontram disponiveis, afigura-se
que os tipos de substincias utilizados sdo muitas vezes de estrutura ou classe semelhantes (em termos de funciona-
lidade, por exemplo, organoclorados). Isto aumenta a incerteza na utilizagdio de um modelo para prever uma
constante de velocidade de fixagdo para um tipo de substancia diferente, para além de consideragdes especificas do
ensaio, como a espécie, a temperatura, etc.

Uma revisdo das técnicas disponiveis (11) sublinhou que ndo existe um método «mais correto» do que os restantes.
Portanto, deve apresentar-se uma fundamentacdo clara para o modelo utilizado. Sempre que se encontrem
disponiveis varios métodos cuja utilizacdo seja justificivel, pode ser prudente apresentar vdrias estimativas de k, (e
também do BCF) ou um intervalo de valores k, (¢ do BCF) de acordo com virios métodos de estimativa da fixagdo.
Contudo, tomando em consideragdo as diferengas nos tipos de modelos e conjuntos de dados utilizados para o seu
desenvolvimento, ndo seria adequado adotar um valor médio das estimativas obtidas de varias formas.

Alguns investigadores postularam que este tipo de estimativas do BCF exige uma corre¢do em fungdo da biodisponi-
bilidade para tomar em consideracdo a adsorcio de uma substincia para o carbono orgénico dissolvido (COD) em
condicdes de exposicdo aquosa, de modo a que a estimativa esteja em conformidade com os resultados dos estudos
de exposicdo aquosa (por exemplo, (13) (14)). Contudo, esta corre¢do pode nio ser adequada devido aos niveis
reduzidos de COD necessarios num estudo de exposi¢do aquosa para uma estimativa de um cendrio pessimista (ou
seja, racio entre a substincia biodisponivel e a substincia determinada na solugdo). No respeitante as substincias
muito hidréfobas, a fixagdo nas guelras pode ser limitada pela taxa de difusdo passiva perto da superficie das
guelras; neste caso, é possivel que a correcio tome este efeito em consideragio ao invés do efeito para o qual foi
concebida.

E aconselhdvel incidir em métodos que exijam informacdes para as quais existem dados imediatamente disponiveis
no que se refere as substancias ensaiadas de acordo com o estudo alimentar aqui descrito (ou seja, log Ky, peso dos
peixes). E possivel aplicar outros métodos que exijam informagdes mais complexas, mas estes podem necessitar de
medi¢des adicionais no ensaio ou conhecimentos pormenorizados sobre a substincia em estudo ou espécies de
peixes que podem ndo estar amplamente disponiveis. Além disso, a sele¢io do modelo pode ser influenciada pelo
nivel de validacdo e o dominio de aplicabilidade (ver (11) para uma revisio e comparac¢do de diferentes métodos).

Importa tomar em consideragio que a estimativa de k, resultante e o BCF estimado sio incertos e pode ser
necessdrio tratd-los numa abordagem de suficiéncia de prova em conjunto com o BMF obtido e os pardmetros da
substancia (por exemplo, tamanho molecular) para obter um quadro global do potencial de bioacumulagio de uma
substdncia. A interpretagdo e utilizagdo destes pardmetros podem depender do quadro regulamentar.
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17) Na parte C, o capitulo C.20 ¢ substituido pelo seguinte texto:

«C.20 Ensaio de reproducio com Daphnia magna

INTRODUCAO

O presente método de ensaio é equivalente ao Test Guideline 211 (2012) da OCDE. As diretrizes de ensaio da OCDE
sdo revistas periodicamente a luz dos progressos cientificos. A diretriz do ensaio 211 sobre a reproduc¢io provém
do Test Guideline 202, parte I — ensaio de reprodu¢do com Daphnia sp. (1984). Verificou-se consenso sobre
a varijabilidade dos dados provenientes de ensaios realizados de acordo com o método TG 202. Este facto levou
a esforcos considerdveis para identificar os motivos dessa variabilidade, com o objetivo de produzir um método de
ensaio mais adequado. O Test Guideline 211 baseia-se no resultado destas atividades de investigacdo, ensaios interla-
boratoriais e estudos de validagdo, realizados em 1992 (1), 1994 (2) e 2008 (3).

As principais diferencas entre a versdo inicial (TG 202, de 1984) e a segunda versdo (TG 211, de 1998) da diretriz
de ensaio sobre a reproducio sdo as seguintes:

— A espécie cuja utilizagdo se recomenda é a Daphnia magna;

— A duragdo do ensaio é de 21 dias;

— No caso dos ensaios semiestiticos, o nimero de animais a utilizar para cada concentragio de ensaio foi
diminuido de, pelo menos, 40 — de preferéncia divididos em quatro grupos de 10 animais — para, pelo
menos, 10 animais alojados individualmente (embora se possam utilizar diferentes concegdes ou modelos para
os ensaios dindmicos);
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— Adotaram-se recomendag¢des mais especificas no respeitante ao meio de ensaio e as condi¢des de alimentaco.

— As principais diferencas entre a segunda versdo da diretriz de ensaio sobre a reprodugdo (TG 211, de 1998) e
a presente versao sdo as seguintes:

— Foi aditado o apéndice 7, no qual se descrevem os procedimentos para a identificacdo do sexo dos neonatos, se
necessdrio. Tal como nas versdes anteriores do presente método de ensaio, o rdcio entre os sexos é um
parametro facultativo;

— A varidvel de resposta «nimero de descendentes vivos produzidos por animal progenitor sobrevivo» foi comple-
mentada por uma varidvel «reproducio da Daphnia» ou seja, o ndmero total de descendentes vivos produzidos
no final do ensaio por cada progenitor Daphnia no inicio do ensaio, excluindo da andlise a mortalidade dos
progenitores por via acidental efou por inadverténcia. O objetivo desta varidvel de resposta complementar
consiste em harmonizd-la com outros métodos de ensaio de reprodugdo com invertebrados. Além disso, esta
varidvel permite, no que respeita ao presente método de ensaio, eliminar uma fonte de erro, a saber, o efeito da
mortalidade parental involuntdria e/ou acidental, caso esta ocorra no periodo de exposicio.

— Foram incluidas diretrizes adicionais em matéria de estatistica para o planeamento dos ensaios e o tratamento
dos resultados, tanto para a abordagem EC, (p. ex., EC,, ou EC;;) como para a abordagem NOEC/LOEC.

— E introduzido um ensaio no limite.

Definem-se no apéndice 1 alguns conceitos utilizados.

PRINCIPIO DO ENSAIO

O principal objetivo do ensaio consiste em determinar o efeito de produtos quimicos sobre a produgio de
descendéncia de Daphnia magna. Para tal, expdem-se fémeas jovens Daphnia (animais progenitores), com menos de
24 horas de vida no inicio do ensaio, ao produto quimico em estudo misturado na dgua, em diversas concentragdes.
A durac¢do do ensaio é de 21 dias. No final do ensaio, determina-se o nimero total de descendentes vivos
produzidos. A produgio de descendéncia pelos animais progenitores pode expressar-se de outras formas (por
exemplo, nimero de descendentes vivos produzidos por animal e por dia, desde o primeiro dia em que se observou
a producdo de descendéncia), mas essas formas devem ser descritas juntamente com o nimero total de
descendentes vivos produzidos no fim do ensaio. Dada a concegdo especifica do ensaio semiestdtico, comparati-
vamente com outros métodos de ensaio de reprodugio com invertebrados, é também possivel contar o ndmero de
descendentes vivos produzidos por cada animal progenitor. Deste modo, contrariamente a outros métodos de
ensaio de reprodu¢do com invertebrados, se o animal morrer acidental efou inadvertidamente durante o periodo de
ensaio, a sua progenitura pode ser excluida da avaliagdo dos dados. Por conseguinte, em caso de mortalidade dos
progenitores nos replicados expostos, importa ponderar se a mortalidade segue um padrio concentragdo-resposta:
p. ex., se se observa uma regressdo significativa da resposta em func¢do da concentracio do produto quimico em
estudo, com gradiente positivo (para tal, pode utilizar-se um teste estatistico do tipo Cochran-Armitage). Se
a mortalidade ndo seguir um padrio concentragio-resposta, os replicados com mortalidade parental devem ser
excluidos da andlise do resultado do ensaio. Se a mortalidade seguir um padrio concentragdo-resposta,
a mortalidade parental deve ser atribuida a um efeito do produto quimico em estudo e os replicados ndo devem ser
excluidos da andlise. Se o animal progenitor morrer durante o ensaio (quer acidentalmente — erro de manipulagio,
por exemplo — quer por inadverténcia, devido a um incidente inexplicdvel ndo relacionado com a substancia
quimica de ensaio) ou se for um macho, o replicado é excluido do ensaio (para mais pormenores, ver ponto 51).
O efeito toxico do produto quimico em estudo exprime-se ao nivel da produgdo de descendéncia pelos valores ECx,
efetuando, por regressio ndo-linear, um ajustamento dos dados obtidos a um modelo adequado, a fim de estimar
a concentragio que causaria x % de reducdo da produgio de descendéncia ou, em alternativa, o valor NOEC ou
LOEC (4). As concentrages de ensaio devem, preferencialmente, abranger a mais baixa das concentragdes com efeitos utilizadas
(p- ex., EC,,), o que significa que o seu valor € calculado por interpolagio e ndo por extrapolagdo.

Deve também registar-se a sobrevivéncia dos animais progenitores e o tempo que decorreu até ao aparecimento dos
primeiros juvenis. Podem ainda examinar-se outros efeitos relacionados com a substincia em pardmetros como
o crescimento (p. ex., comprimento) e, eventualmente, a taxa intrinseca de crescimento da populagdo (ver ponto
44).
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INFORMA(;C)ES SOBRE O PRODUTO QUfMICO EM ESTUDO

Os resultados de um ensaio de toxicidade aguda (ver capitulo C2 do presente anexo: ensaio de imobilizagio aguda
com Daphnia magna) podem ser uteis para a selecio de uma gama adequada de concentragdes nos ensaios de
reprodugdo. Importa conhecer a solubilidade em dgua e a pressio de vapor do produto quimico em estudo,

devendo existir um método analitico fidvel para a quantificagdo do produto quimico nas solugdes de ensaio, relati-
vamente ao qual estejam descritos a eficiéncia de recuperagdo e o limite de determinacio.

A férmula estrutural, o grau de pureza do produto quimico em estudo, a estabilidade a luz, a estabilidade nas
condi¢des do ensaio, o pKa, o P e os resultados do ensaio de biodegradabilidade direta constituem informagdes
relativas ao produto quimico em estudo que podem ser fiteis para o estabelecimento das condi¢des do ensaio — ver
capitulos C.4 (determinagdo da biodegradabilidade direta) e C.29 (biodegradabilidade direta — CO, em frascos
selados) do presente anexo.

VALIDADE DO ENSAIO
Para que um ensaio seja valido, devem ser satisfeitos os seguintes critérios relativamente ao(s) controlo(s):
— a mortalidade dos animais progenitores (fémeas de Daphnia) no fim do ensaio ndo deve exceder 20 %;

— o nimero médio da descendéncia viva, produzida por animal progenitor sobrevivente no fim do ensaio, deve
ser = 60.

Nota: Pode utilizar-se 0 mesmo critério de validade (20 %) para a mortalidade parental acidental ou por inadver-
téncia, tanto para os controlos como para cada uma das concentracdes de ensaio.

DESCRICAO DO METODO

Material e aparelhagem

Os recipientes de ensaio e outros aparelhos que entrem em contacto com as solugdes de ensaio devem ser, exclusi-
vamente, de vidro ou outro material quimicamente inerte. Tratar-se-4, normalmente, de copos de vidro.

Por outro lado, serd necessdrio utilizar parte ou a totalidade do seguinte equipamento:

— medidor de oxigénio (com microelétrodo ou outro equipamento adequado para a medi¢do de oxigénio
dissolvido em amostras com volume reduzido);

— aparelho adequado para o controlo da temperatura;
— medidor de pH;
— equipamento para a determina¢do da dureza da dgua;

— equipamento para a determinagdo da concentragdo de carbono organico total (COT) da dgua ou equipamento
para a determinacdo da caréncia quimica de oxigénio (CQO);

— aparelho adequado para o controlo do regime de luz e a medigdo da intensidade da luz.

Organismo utilizado no ensaio

A espécie a utilizar no ensaio é Daphnia magna Straus ().

E desejavel que os clones tenham sido identificados, por genotipagem. A investigacio ja efetuada nesse dominio (1)
demonstrou que a reprodugio do clone A (proveniente do 1RCHA, em Franca) (5) obedece de modo sistemdtico ao
critério de validade de uma média > 60 descendentes vivos por animal progenitor sobrevivente, quando cultivado
nas condicdes descritas no presente método de ensaio. No entanto, sdo aceitdveis outros clones, desde que se
demonstre que a cultura de Daphnia satisfaz os critérios de validade para o ensaio.

(") Podem utilizar-se outros dafniideos, desde que satisfacam os critérios de validade (o critério de validade relativo a producio de
descendéncia nos controlos deve ser aplicdvel a todas as espécies). Outros dafniideos que se utilizem devem ser claramente identificados,
com justificagdo do seu uso.
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No inicio do ensaio, os animais devem ter menos de 24 horas de vida e ndo fazer parte da primeira geracio
produzida pelo progenitor. Devem provir de uma populagio sauddvel, isto ¢, ndo evidenciar sinais de distarbios, tais
como elevada mortalidade, presenga de machos e ovos de resisténcia (ephippia), atraso na primeira postura,
alteragdes na cor, etc. O lote de animais deve ser mantido em condigdes de cultura (luz, temperatura, meio,
alimentacdo e nimero de animais por unidade de volume) semelhantes as que se utilizardo no ensaio. Se o meio de
cultura de Daphnia a utilizar no ensaio for diferente do utilizado para a cultura de rotina de Daphnia, é boa pratica
incluir um perfodo de aclimatagio de cerca de trés semanas antes do ensaio (ou seja, uma geracdo) para evitar
perturba¢des nos animais progenitores.

Meio de ensaio

Recomenda-se a utilizacdo, neste ensaio, de um meio totalmente definido, o que permite evitar o uso de aditivos
(por exemplo, algas marinhas, extrato de solo), que sdo dificeis de caracterizar, melhorando assim o processo de
padronizagdo entre laboratérios. Foram considerados adequados para este fim os meios Elendt M4 (6) e M7 (ver
apéndice 2). Sdo aceitdveis, porém, outros meios (ver, por exemplo, (7) e (8)), desde que as caracteristicas da cultura
de Daphnia satisfacam os critérios de validade para o ensaio.

Se se utilizar um meio que inclua aditivos ndo definidos, estes terdo de ser claramente especificados e o relatério do
ensaio terd de incluir informagdes sobre a sua composicdo, nomeadamente no que respeita ao teor de carbono, pois
este poderd contribuir para o alimento fornecido. Recomenda-se a determinac¢do do carbono orgénico total (COT)
efou da caréncia quimica de oxigénio (CQO) da solugdo de reserva do aditivo organico, bem como uma estimativa
da contribuigdo resultante para os valores COT/CQO no meio de ensaio. Recomenda-se, ainda, que os niveis de
COT no meio (isto ¢, antes da adigdo das algas) sejam inferiores a 2 mg/l (9).

Quando os produtos quimicos contém metais, é importante reconhecer que as propriedades do meio de ensaio (por
exemplo, dureza, capacidade quelante) podem ter influéncia na toxicidade do produto quimico de ensaio. Por esta
razdo, é desejdvel utilizar um meio cuja composi¢do seja totalmente conhecida. Contudo, na atualidade, os tinicos
meios totalmente definidos que se sabe serem adequados para a cultura a longo prazo da Daphnia magna sdo os
meios Elendt M4 e M7. Ambos contém o agente quelante EDTA. Alguns estudos (2) demonstram que a «toxicidade
aparente» do cddmio é geralmente menor quando o ensaio da reprodugido é realizado em meios M4 e M7 do que
quando é realizado num meio que ndo contém EDTA. Por isso, os meios M4 ¢ M7 ndo sio recomendados para
o ensaio de produtos quimicos que contenham metais, devendo igualmente ser evitados outros meios que
contenham agentes quelantes. Para os produtos quimicos que contenham metais, poderd ser aconselhdvel um meio
alternativo, como, por exemplo, dgua dura ASTM reconstituida (9), que ndo contém EDTA. Esta combinacdo de
dgua dura ASTM reconstituida e extrato de algas marinhas (10) é adequada para culturas de longo prazo de Daphnia
magna (2).

A concentragdo de oxigénio dissolvido no inicio e ao longo do ensaio deve ser superior a 3 mg/l. O pH deve situar-
-se entre 6 e 9 e ndo variar mais de 1,5 unidades em nenhum ensaio. Recomenda-se uma dureza superior
a 140 mgfl (expressa em CaCO,). Ensaios a este nivel e a niveis superiores demonstraram que, nessas condigdes,
a producdo de descendéncia cumpre os critérios de validade (11) (12).

Solucdes utilizadas no ensaio

De modo geral, preparam-se as solucdes de ensaio as concentragdes escolhidas, por dilui¢gdo de uma solucio de
reserva. As solucdes de reserva devem ser preparadas, se possivel, sem recurso a solventes ou dispersantes, por
mistura ou agitagio do produto quimico em estudo no meio de ensaio, utilizando meios mecanicos como
a agitacdo e a dispersdo ultrassénica ou outros métodos adequados. E preferivel que os sistemas de ensaio as
concentragdes do produto quimico a utilizar no ensaio sejam expostos durante o tempo necessdrio para comprovar
a estabilidade das concentra¢des de exposi¢do antes da introdugdo dos organismos. Caso seja dificil dissolver em
dgua o produto quimico, procede-se como descrito no Guidance Document da OCDE sobre manipulacio de
substancias dificeis (13). Deve evitar-se a utilizacio de solventes ou dispersantes, embora estes possam ser
necessdrios em alguns casos, para obter uma solugdo de reserva com a concentragdo adequada para doseamento.
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Além do ensaio das concentragdes de exposicdo, deve realizar-se um ensaio de controlo da dgua de diluicio com
um ntmero adequado de replicados e, se absolutamente necessirio, um ensaio de controlo do solvente também
com um ntmero adequado de replicados. Apenas devem ser utilizados nestes ensaios solventes ou dispersantes que,
comprovadamente, tenham influéncia minima ou nula nas varidveis de resposta. A referéncia (13) contém exemplos
de solventes (acetona, etanol, metanol, dimetilformamida, trietilenoglicol) e dispersantes (Cremofor RH 40, metilce-
lulose a 0,01 % e HCO-40) adequados. Caso se utilize um solvente ou dispersante, a concentragdo final do mesmo
ndo pode exceder 0,1 ml/l (13) e deve ser idéntica em todos os recipientes de ensaio, exceto no grupo de controlo
da dgua de dilui¢do. No entanto, deve fazer-se o possivel para manter a concentra¢gio do solvente a um nivel
minimo.

PROCEDIMENTO DE ENSAIO

Condicdes de exposicio

Duragdgo

A duracio do ensaio é de 21 dias.

Taxa de carga

Os animais progenitores sio mantidos individualmente, um em cada recipiente de ensaio, em geral com 50-100 ml
de meio em cada recipiente (no caso da Daphnia magna, podem utilizar-se volumes menores, em especial para os
pequenos dafniideos, como Ceriodaphnia dubia), exceto se o ensaio tiver de recorrer a um regime dinamico.

Por vezes, podem ser necessdrios volumes maiores, de modo a cumprir os requisitos do procedimento analitico
utilizado para a determinagdo da concentragdo do produto quimico em estudo, embora seja também permitida
a jungdo de replicados para andlise quimica. Se se utilizarem volumes superiores a 100 ml, poderd ser necessirio
aumentar a racdo fornecida as Daphnia de forma a assegurar uma disponibilidade adequada de alimento e
o cumprimento dos critérios de validade.

Animais de ensaio

Nos ensaios semiestdticos, devem ser mantidos individualmente, pelo menos, 10 animais em cada concentragio de
ensaio e 10 animais nas séries de controlo.

No caso dos ensaios por escoamento, concluiu-se ser adequado dividir 40 animais em quatro grupos de 10, para
cada concentragdo de ensaio (1). Pode ser utilizado um nimero menor de organismos de ensaio, recomendando-se
um minimo de 20 animais para cada concentra¢do, repartidos por dois ou mais replicados com igual niimero de
animais (por exemplo, quatro replicados com cinco dafniideos cada). Convém salientar que, nos ensaios em que 0s
animais sio mantidos em grupos, ndo é possivel excluir nenhum descendente da andlise estatistica caso ocorra
mortalidade acidental ou por inadverténcia apds o inicio do processo reprodutivo, pelo que, nestes casos,
a descendéncia deve ser expressa em termos de niimero total de descendentes vivos produzidos por cada progenitor
presente no inicio do ensaio.

Os tratamentos (isto ¢, os processos de exposi¢do) devem ser distribuidos pelos recipientes de ensaio, e todos os
processos de manuseamento subsequentes devem ser efetuados de modo aleatdrio. O incumprimento destas
recomendag¢des pode provocar desvios nos resultados, que poderdo ser erradamente interpretados como efeitos da
concentragdo. Em particular, se as unidades experimentais forem manuseadas por ordem de exposi¢io ou
concentragdo, alguns efeitos dependentes do tempo, como a fadiga do operador ou outro tipo de erro, poderdo ter
efeitos de maior dimensdo nas concentracdes mais elevadas. Além disso, se houver indicagdes de que os resultados
do ensaio podem ser afetados por uma condicdo inicial ou ambiental do ensaio, como a localizagdo no laboratério,
deve considerar-se a possibilidade de efetuar o ensaio por agrupamento de recipientes.
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Alimentagdo

Nos ensaios semiestdticos, a alimentacdo deve ser fornecida de preferéncia diariamente mas, no minimo, trés vezes
por semana (isto é, correspondendo as mudancas de meio). Deve ser tida em conta a possivel dilui¢do das concen-
tracdes de exposicdo devido a adi¢do dos alimentos, diluicio essa que deve ser evitada tanto quanto possivel, por
recurso a suspensdes concentradas de algas. Qualquer desvio em relagdo a essa norma (por exemplo, em ensaios
por escoamento) deve ser indicado no relatério.

Durante o ensaio, a dieta dos animais progenitores deve consistir, de preferéncia, em células de algas vivas de uma
ou mais das seguintes espécies: Chlorella sp., Pseudokirchneriella subcapitata (anteriormente Selenastrum capricornutum) e
Desmodesmus subspicatus (anteriormente Scenedesmus subspicatus). A dieta fornecida deve basear-se na quantidade do
carbono organico (C) fornecida a cada animal progenitor. Os dados da investigagdo jd realizada nesta drea (14)
demonstram que, no caso da Daphnia magna, niveis de ragdo entre 0,1 e 0,2 mg C/Daphnia/dia sdo suficientes para
atingir o nimero de descendentes que satisfaz o critério de validade do ensaio. A racdo pode ser fornecida a taxa
constante ao longo de todo o periodo do ensaio; se for desejavel, pode utilizar-se no inicio uma taxa inferior, que
depois se aumentard durante o ensaio em atengdo ao crescimento dos animais progenitores. Neste caso, a racdo
deve manter-se dentro da gama recomendada de 0,1 a 0,2 mg C/Daphnia/dia.

Se se efetuarem medigOes alternativas, tais como o nimero de células de algas ou a absorvéncia, para determinar
a quantidade de racdo necessdria (por razdes de conveniéncia, uma vez que as medi¢des do teor de carbono sdo
muito mais morosas), cada laboratério deve produzir o seu préprio nomograma em que relacione a medida
alternativa com o contetdo em carbono da cultura de algas (ver apéndice 3 para conselhos sobre a elaboragdo do
nomograma). Os nomogramas devem ser verificados, pelo menos, anualmente; e com maior frequéncia se tiverem
sido alteradas as condi¢des de cultura das algas. Verificou-se que a absorvédncia é uma medida alternativa mais
adequada do que o niimero de células, para determinar o teor de carbono (15).

De modo a minimizar o volume do meio de cultura de algas transferido para os recipientes de ensaio, a suspensdo
de algas fornecida as Daphnia deve ser concentrada. A concentragdo das algas pode ser efetuada por centrifugagio,
seguida de ressuspensdo em meio de cultura de Daphnia.

Luz

Periodo de exposi¢do a luz: 16 horas, com uma intensidade ndo superior a 15-20 pE * m~ 2 ¢ s~ !, medida a
superficie da dgua do recipiente. No caso dos instrumentos de medicdo da luz calibrados em lux, uma gama
equivalente a 1 000-1 500 lux para a luz branca corresponde aproximadamente a intensidade luminosa
recomendada de 15-20 pE'm- s .

Temperatura

A temperatura do meio de ensaio deve situar-se entre 18 e 22 °C. No entanto, independentemente do tipo de
ensaio, a temperatura ndo deve, se possivel, variar mais de 2 °C em relagdo a estes limites (por exemplo, 18-20, 19-
-21 ou 20-22 °C) como intervalo didrio. Poderd ser vantajoso utilizar um recipiente de ensaio adicional para
a monitorizacdo da temperatura.

Arejamento

Os recipientes de ensaio ndo devem ser arejados durante o ensaio.

Planeamento do ensaio

Ensaio de determinacdo de concentragbes

Se necessdrio, realiza-se um ensaio exploratdrio com, por exemplo, cinco concentragdes do produto quimico em
estudo e dois replicados, por cada exposigdo e controlo. Para decidir acerca das concentragdes a utilizar neste ensaio
exploratdrio, pode ser ttil dispor de informagdes adicionais acerca da toxicidade aguda para espécies Daphnia efou
outros organismos aqudticos, provenientes de ensaios de produtos quimicos semelhantes ou de referéncias.
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A durago do ensaio de determinagdo de concentracdes é de 21 dias ou, em alternativa, um periodo suficiente para
prever com fiabilidade a intensidade dos efeitos. No final do ensaio, avalia-se a reprodugdo da Daphnia. Deve
registar-se 0 niimero de progenitores e a presenca de descendentes.

Ensaio definitivo

Normalmente, devem ser testadas pelo menos cinco concentragdes de ensaio — abrangendo a concentragdo efetiva
(p. ex., EC) — dispostas numa série geométrica com um fator de separagdo que ndo exceda, de preferéncia, 3,2.
Deve utilizar-se um nimero de replicados apropriado para cada concentragdo de ensaio (ver pontos 24 e 25).
A eventual utilizagdo de menos de cinco concentragdes deve ser justificada. Os produtos quimicos ndo devem ser
ensaiados acima do seu limite de solubilidade no meio de ensaio. Antes de se realizar o ensaio, é desejdvel ponderar
a representatividade estatistica da sua concegdo e utilizar métodos estatisticos adequados (4). Na escolha da gama de
concentragdes, importa ter presente o seguinte:

i) Se se estimar a EC_em relacdo aos efeitos na reproducio, ¢ aconselhdvel utilizar concentracdes suficientes para
definir este pardmetro com um nivel de confianca apropriado. As concentracdes de ensaio devem, de
preferéncia, abranger a EC_ estimada, para que esta seja determinada por interpolagdo e ndo por extrapolacdo.
Para a andlise estatistica subsequente, é vantajoso dispor de mais concentra¢des de ensaio (p. ex., 10) e um
menor numero de replicados de cada concentragdo (p. ex., 5, mantendo, assim, constante o niimero total de
recipientes) e 10 controlos.

ii) Ao estimar a LOEC efou a NOEC, a concentra¢do de ensaio minima deve ser suficientemente baixa para que
a fecundidade a essa concentragdo ndo seja significativamente inferior a do controlo. Se nio for este o caso,
o ensaio deve ser repetido, baixando a concentragio de ensaio minima.

i) Ao estimar a LOEC efou a NOEC, a concentra¢do de ensaio maxima deve ser suficientemente elevada para que
a fecundidade a essa concentragdo seja significativamente inferior a do controlo. Se ndo for este o caso, o ensaio
deve ser repetido elevando a concentracio de ensaio maxima, salvo se, no ensaio inicial, foi utilizada, como
concentragdo de ensaio mdxima, a concentragio maxima de ensaio necessdria para o ensaio dos efeitos crénicos
(ou seja, 10 mgll).

Se ndo se observarem efeitos com a concentragio maxima (p. ex., 10 mg/l) no ensaio de determinagio de concen-
tragdes ou se for muito provavel que o produto quimico em estudo tenha uma toxicidade baixa ou nula, com base
na auséncia de toxicidade em outros organismos efou numa absor¢do baixa ou nula, o ensaio da reproducdo pode
ser executado como ensaio no limite, utilizando uma concentragdo de, p. ex., 10 mg/l, além do controlo. Devem
utilizar-se dez replicados, tanto para os grupos de exposi¢do como para os grupos de controlo. Se se afigurar
necessario um ensaio no limite com um sistema por escoamento, podem utilizar-se menos replicados. Um ensaio
no limite representa a oportunidade para demonstrar a inexisténcia de efeito estatisticamente significativo na
concentragdo-limite; contudo, se se se registarem efeitos, é necessario, em geral, um ensaio completo.

Grupos de controlo

A par das séries de ensaio, deve ser realizada uma série de ensaios de controlo do meio e também, se aplicdvel, uma
série de controlo com o solvente ou dispersante. Se se utilizarem solventes ou dispersantes, a sua concentragio deve
ser igual a utilizada nos recipientes com o produto quimico em estudo. Deve utilizar-se um nimero adequado de
replicados (ver pontos 23 e 24).

Em geral, num ensaio bem realizado, o coeficiente de variacdo relativamente ao nimero médio de descendentes
vivos produzidos por cada animal progenitor no(s) controlo(s) deve ser < 25 %, o que deve ser incluido nos planos
de ensaio que utilizem animais mantidos individualmente.

Renovacio do meio de ensaio

A frequéncia da renovagio do meio depende da estabilidade do produto quimico em estudo, mas deve ser, no
minimo, de trés vezes por semana. Se, com base em ensaios de estabilidade preliminares (ver ponto 7),
a concentragdo do produto quimico em estudo ndo for estdvel (isto é, se se situar fora da gama de 80-120 % do
valor nominal ou abaixo de 80 % da concentracio inicial medida) durante o perfodo mdximo de renovagio (isto ¢,
trés dias), deve ponderar-se uma renovacdo mais frequente do meio ou um ensaio por escoamento.
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Nos ensaios semiestdticos, quando o meio é renovado, deve preparar-se uma segunda série de recipientes de ensaio
para onde se transferem os animais progenitores, utilizando, por exemplo, uma pipeta de vidro de didmetro
adequado. O volume do meio transferido com as Daphnia deve ser minimo.

Exames

Os resultados das observagdes durante o ensaio devem ser registados em folhas de dados (ver exemplos nos
apéndices 4 e 5). Se se exigirem outras medigdes (ver ponto 44), poderdo ser necessdrias observacdes adicionais.

Descendéncia

Os descendentes produzidos por cada animal progenitor devem ser retirados e contados, de preferéncia diariamente
desde o aparecimento dos primeiros juvenis, para evitar que estes consumam o alimento destinado ao progenitor.
Embora, para atingir o objetivo deste método de ensaio, seja apenas necessario contar o niimero de descendentes
vivos, também deve ser indicada no relatério a presenga de ovos abortados ou de descendentes mortos.

Mortalidade

A mortalidade entre os animais progenitores deve ser registada diariamente ou, no minimo, sempre que se proceda
a contagem dos descendentes.

Outros parametros

Embora o presente método de ensaio seja planeado sobretudo para avaliar os efeitos na produgdo de descendéncia,
poderdo também ser suficientemente quantificados outros efeitos, de modo a permitir uma andlise estatistica. Pode
registar-se a produc¢do de descendéncia por animal progenitor sobrevivente, isto é, o nimero de descendentes vivos
produzidos durante o ensaio por cada progenitor sobrevivo. Este dado pode ser comparado com a principal varidvel
de resposta (produgdo de descendéncia por animal progenitor presente no inicio do ensaio que ndo tenha morrido
por inadverténcia ou acidentalmente durante o ensaio). Em caso de mortalidade dos progenitores nos replicados
expostos, importa ponderar se esta segue um padrdo concentragio-resposta: p. ex., se se observa uma regressio
significativa da resposta em funcio da concentragio do produto quimico em estudo, com gradiente positivo (para
tal, pode utilizar-se um teste estatistico do tipo Cochran-Armitage). Se a mortalidade ndo seguir um padrio
concentragdo-resposta, os replicados com mortalidade parental devem ser excluidos da andlise do resultado do
ensaio. Se a mortalidade seguir um padrdo concentracio-resposta, a mortalidade parental deve ser atribuida a um
efeito do produto quimico em estudo e os replicados ndo devem ser excluidos da andlise dos resultados do ensaio.
Sdo desejaveis medi¢des do crescimento, pois fornecem informagdo sobre possiveis efeitos subletais, que podem ser
teis em complemento das medi¢des simples de reprodugdo. Recomenda-se a medicio do comprimento dos
animais progenitores (isto ¢, o comprimento do corpo, excluindo o espinho anal) no final do ensaio. O tempo
necessario para a producdo da primeira geragdo (e das seguintes), o nimero e a dimensdo das geragdes por animal
progenitor, o niimero de ovos abortados, a presenca de machos neonatos (OCDE, 2008) ou de ovos de repouso
(ephippia) e, eventualmente, a taxa intrinseca de crescimento da populagdo sdo outros pardmetros que podem ser
medidos ou calculados (ver apéndice 1, para a definigdo, e apéndice 7, para a identificacdo do sexo dos neonatos).

Frequéncia das medicdes e determinacdes analiticas

Pelo menos uma vez por semana, deve medir-se a concentragdo de oxigénio, a temperatura, o grau de dureza e os
valores de pH nos meios frescos e usados, nos controlo(s) e na maior concentragio do produto quimico em estudo.

Durante o ensaio, determinam-se a intervalos regulares as concentra¢des do produto quimico em estudo.

Nos ensaios semiestéticos, em que a concentragdo do produto quimico em estudo se deve manter a = 20 % do valor
nominal (isto é, na gama 80-120 % — ver pontos 6, 7 e 39), recomenda-se que, no minimo, sejam analisadas
a maior e a menor concentragdes de ensaio quando acabadas de preparar e uma vez durante a primeira semana do
ensaio, na altura da renovagio do meio (isto é, devem ser efetuadas andlises numa amostra da solugdo no momento
em que esta é preparada e no momento da renovacio do meio). Em seguida, essas determinagdes devem ser
repetidas, pelo menos, a intervalos semanais.



28.4.2017 Jornal Oficial da Unido Europeia L 112277

Para os ensaios em que ndo se espera que a concentracdo do produto quimico em estudo se mantenha a + 20 % do
valor nominal, é necessdrio analisar todas as concentracdes de ensaio, no momento em que sio preparadas e na
altura da renovacio do meio. No entanto, para os ensaios em que a concentragdo inicial medida do produto
quimico em estudo ndo se encontra no intervalo de + 20 % do valor nominal, mas em que é possivel fornecer
provas suficientes de que as concentragdes iniciais sio reprodutiveis e estdveis (isto é, mantém-se na gama 80-
-120 % das concentragdes iniciais), as determina¢®es quimicas podem ser reduzidas nas semanas segunda e terceira
do ensaio, limitando-se as concentracdes maior e menor. Em todos os casos, a determinacio das concentracdes do
produto quimico em estudo antes da renovagio do meio s6 precisa de ser efetuada no recipiente de um dos
replicados, para cada concentragdo de ensaio.

Se se efetuar um ensaio com escoamento, é adequado aplicar um método de amostragem semelhante ao descrito
para os ensaios semiestdticos (ndo sendo, neste caso, aplicivel a medicdo de solugdes usadas). Pode, porém, ser
aconselhdvel aumentar o niimero de amostragens durante a primeira semana (efetuando trés conjuntos de medigdes,
por exemplo), de modo a assegurar que as concentra¢des de ensaio se mantém estdveis. Nestes tipos de ensaio,
a taxa de fluxo do diluente e do produto quimico em estudo deve ser verificada diariamente.

Se houver provas de que, durante o ensaio, a concentra¢io do produto quimico em estudo ndo excedeu + 20 % da
concentra¢do nominal ou da concentracdo inicial medida, os resultados podem basear-se nos valores nominais ou
iniciais medidos. Se o desvio em relagdo a concentragdo nominal ou a concentracdo inicial medida for superior
a + 20 %, os resultados devem ser expressos em termos de média ponderada em fungdo do tempo (ver diretrizes de
célculo no apéndice 6).

RESULTADOS E RELATORIO

Tratamento dos resultados

O objetivo do ensaio consiste em determinar os efeitos do produto quimico em estudo na produgio de
descendéncia. Deve calcular-se o nimero total de descendentes vivos por animal progenitor, em cada recipiente de
ensaio (isto é, em cada replicado). Por outro lado, a reproducio pode ser determinada com base na producio de
descendentes vivos pelo progenitor sobrevivo. No entanto, a varidvel de resposta mais pertinente do ponto de vista
ecoldgico é o ntmero total de descendentes vivos produzidos por cada animal progenitor que nio morra
acidental () ou inadvertidamente (}) durante o ensaio. Se o progenitor morrer acidental ou inadvertidamente
durante o ensaio ou for um macho, o replicado ¢é excluido da andlise. A andlise basear-se-d entdo num nimero
reduzido de replicados. Em caso de mortalidade dos progenitores nos replicados expostos, importa ponderar se esta
segue um padrdo concentragdo-resposta: p. ex., se se observa uma regressdo significativa da resposta em fungdo da
concentracdo do produto quimico em estudo, com gradiente positivo (para tal, pode utilizar-se um teste estatistico
do tipo Cochran-Armitage). Se a mortalidade ndo seguir um padrio concentragio-resposta, os replicados com
mortalidade parental devem ser excluidos da andlise do resultado do ensaio. Se a mortalidade seguir um padrio
concentragio-resposta, a mortalidade parental deve ser atribuida a um efeito do produto quimico em estudo e os
replicados ndo devem ser excluidos da andlise dos resultados do ensaio.

Em resumo, se se utilizarem a LOEC e a NOEC ou a EC_ para exprimir os efeitos, recomenda-se que o cdlculo destes
na reproducdo recorra a ambas as varidveis de resposta supramencionadas, ou seja,

— o namero total de descendentes vivos produzidos por cada animal progenitor que nio morra acidental ou
inadvertidamente durante o ensaio.

— o ntmero de descendentes vivos produzidos por cada animal progenitor sobrevivo;

e utilizar como resultado final o valor mais baixo de LOEC e NOEC ou da EC,, calculado com base nestas duas
varidveis de resposta.

Antes de efetuar a andlise estatistica (p. ex., mediante procedimentos ANOVA ou a comparac¢do entre as exposigdes
e os controlos, por testes t-Student, de Dunnett, de Williams, ou pelo teste descendente de Jonckheere-Terpstra), é
recomenddvel ponderar a transformacdo dos dados, se tal for necessdrio ao cumprimento dos requisitos do ensaio
estatistico. Como alternativas ndo-paramétricas, podem utilizar-se os testes de Dunn ou de Mann-Whitney.
Calculam-se os intervalos de confianga a 95 % para as médias correspondentes a cada nivel de exposicio.

(") Mortalidade acidental: mortalidade ndo relacionada com o produto quimico, de origem acidental (ou seja, causa conhecida)
() Mortalidade por inadverténcia: mortalidade ndo relacionada com o produto quimico, com causa desconhecida
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O numero de progenitores sobreviventes nos grupos de controlo nio expostos ao produto quimico em estudo
constitui um critério de validacdo, sendo necessdrio registd-lo e referi-lo no relatério. Também devem constar do
relatério final quaisquer outros efeitos negativos, como comportamentos anormais e constata¢des toxicoldgicas
significativas.

ECx

Calculam-se os valores de EC,, assim como os correspondentes limites de confianca superior e inferior, recorrendo
a métodos estatisticos adequados (funcdo logistica ou de Weibull, método simplificado de Spearman-Karber ou
interpolagdo simples). Para calcular a EC,,, a EC, ou qualquer outra EC,, procede-se a uma andlise de regressio da
série completa de dados.

NOEC/LOEC

Se a andlise estatistica tiver por objetivo determinar a NOEC/LOEC, devem utilizar-se métodos estatisticos
adequados, de acordo com o documento n.° 54 da OCDE intitulado Current Approaches in the Statistical Analysis of
Ecotoxicity Data: a Guidance to Application (4). Em geral, investigam-se os efeitos adversos do produto quimico em
estudo, comparativamente ao grupo de controlo, efetuando testes de Pode testar-se a normalidade da distribuigdo e
a homogeneidade da variancia recorrendo a um teste estatistico adequado: por exemplo, o teste de Shapiro-Wilk e
o teste de Levene, respetivamente (p < 0,05).

Podem também efetuar-se uma andlise ANOVA unifatorial e os subsequentes testes de multiplas comparagdes. Pode
recorrer-se a multiplas comparagdes (p. ex., o teste de Dunnett) ou a testes de tendéncia regressivos (p. ex., o teste
de Williams ou o teste descendente de Jonckheere-Terpstra) para determinar se hd diferengas com significancia
estatistica (p < 0,05) entre os grupos de controlo e as diversas concentragdes do produto quimico em estudo —
para escolher o teste recomendado, consultar o documento n.> 54 da OCDE (4). Alternativamente, pode recorrer-se
a métodos ndo-paramétricos (por exemplo, o teste U com ajustamento de Bonferroni-Holm ou o teste de tendéncia
de Jonckheere-Terpstra) para determinar a NOEC e a LOEC.

Ensaio no limite

Caso se tenha realizado um ensaio no limite (comparagio do grupo de controlo unicamente com um nivel de
exposi¢do) e estejam preenchidos os requisitos para a realizagdo de testes paramétricos (no tocante a normalidade e
a homogeneidade), pode efetuar-se uma avaliagdo das respostas mensuraveis recorrendo ao teste t de Student. Se
estes requisitos ndo forem preenchidos, pode recorrer-se a um teste t de varidncia desigual (como o teste de Welch)
ou a um teste ndo-paramétrico, como o teste U de Mann-Whitney.

Para verificar se hd diferengas com significncia entre grupos de controlo (grupo de controlo e grupo de controlo
do solvente ou dispersante), pode efetuar-se um teste aos replicados de cada grupo de controlo, como se explicou
para o ensaio no limite. Caso os testes realizados nio detetem diferencas com significAncia estatistica, podem
agregar-se todos os replicados do grupo de controlo e do grupo de controlo do solvente. Caso contrario, é
necessario comparar cada nivel de exposi¢do com o grupo de controlo do solvente.

Relatério de ensaio

O relatério do ensaio deve incluir o seguinte:

Produto quimico em estudo:

— natureza fisica e propriedades fisico-quimicas relevantes;
— dados relativos a identificacdo quimica, incluindo a pureza.
Espécies sujeitas a ensaio:

— clone (quer tenha sido ou ndo geneticamente identificado), fornecedor ou fonte (se conhecidos) e condigdes de
cultura utilizadas. Deve registar-se e justificar-se a eventual utilizagdo de uma espécie diferente da Daphnia

magna.
Condigdes de realizagdo do ensaio:

— método de ensaio utilizado (por exemplo, semiestitico ou por escoamento, o volume, a carga expressa em
nimero de espécimes Daphnia por litro),
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— fotoperiodo e intensidade da luz;
— plano do ensaio (por exemplo: niimero de replicados, niimero de progenitores por replicado);
— dados pormenorizados sobre o meio de cultura utilizado;

— eventuais adi¢des de material orgénico, incluindo a composicio, a fonte, o método de preparagio, o COT/CQO
de preparacdes de reserva, a estimativa do COT/CQO resultante no meio de ensaio;

— dados pormenorizados sobre a alimentagio, incluindo as quantidades (em mg C/Daphnia/dia) e a descri¢do (por
exemplo: tipo de alimento(s), incluindo, para as algas, o nome especifico (a espécie) e, se conhecidas, a estirpe e
as condi¢des de cultura),

— método de preparacgdo das solugdes de reserva e frequéncia de renovagdo do meio (devem fornecer-se as concen-
tragdes do solvente ou dispersante eventualmente utilizado).

Resultados:
— resultados de quaisquer estudos preliminares sobre a estabilidade do produto quimico em estudo;

— valor nominal das concentragdes de ensaio e resultados de todas as andlises para determinar a concentragdo do
produto quimico em estudo nos recipientes de ensaio (ver exemplo de folha de dados no apéndice 5); também
devem registar-se a eficiéncia de recuperagio do método e o limite de determinacio;

— qualidade da dgua nos recipientes de ensaio (isto é, o pH, a temperatura e a concentragdo de oxigénio dissolvido,
assim como o COT efou a CQO e a dureza, quando aplicavel) (ver exemplo de folha de dados no apéndice 4);

— registo completo da produgdo de descendéncia viva por cada animal progenitor, durante o ensaio (ver exemplo
nas folhas de dados do apéndice 4),

— namero de animais progenitores mortos e data da morte (ver exemplo de folha de dados no apéndice 4);

— coeficiente de variagdo da produgio de descendéncia no controlo (com base no niimero total de descendentes
vivos por animal progenitor vivo no fim do ensaio);

— representacdo grifica do niimero total de descendentes vivos produzidos por animal progenitor em cada
replicado (com exclusio de qualquer animal progenitor que possa ter morrido acidental ou inadvertidamente
durante o ensaio), em fung¢do da concentragio do produto quimico;

— se pertinente, representacdo grafica do nimero total de descendentes vivos produzidos por cada animal
progenitor sobrevivente em cada replicado, em fungdo da concentragio do produto quimico;

— se pertinente, a menor concentragdo com efeito observavel (LOEC) na reprodugio, incluindo uma descri¢do dos
métodos estatisticos utilizados, uma indicagio da dimenséo do efeito que se prevé detetar (para tal, pode efetuar-
-se uma andlise da representatividade estatistica antes do inicio do ensaio) e a concentragio sem efeito
observavel (NOEC) na reprodugdo; se for caso disso, devem também especificar-se a varidvel de resposta
utilizada para calcular o valor da LOEC e da NOEC (ndmero total de descendentes vivos por organismo materno
que ndo tenha morrido acidental ou inadvertidamente durante o ensaio ou nimero total de descendentes vivos
por organismo materno sobrevivo), bem como a LOEC e a NOEC respeitantes a mortalidade dos animais
progenitores;

— quando pertinente, o valor EC, para a reproducdo, os intervalos de confianga (p. ex., 90 % ou 95 %), um gréfico
do modelo ajustado que se utilizou para o seu cilculo, o declive da curva concentragdo-resposta e o seu desvio-
-padrio;

— outras medi¢des ou efeitos bioldgicos observados: descricio de qualquer outro efeito bioldgico que tenha sido
observado ou medido (por exemplo, crescimento de animais progenitores), incluindo qualquer justificagdo
apropriada;

— uma explicagdo para qualquer desvio do método de ensaio.
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Apéndice 1

DEFINICOES

Aplicam-se neste método de ensaio as seguintes defini¢des:

Mortalidade acidental: mortalidade ndo relacionada com o produto quimico, de origem acidental (ou seja, sem
causa conhecida).

Produto quimico: Substincia ou mistura.

Ecx: a concentracdo do produto quimico em estudo dissolvido em dgua que provoca uma redugio de x % na
reprodugdo dos espécimes de Daphnia, durante um periodo de exposi¢do definido.

Mortalidade por inadverténcia: mortalidade ndo relacionada com o produto quimico, de causa desconhecida

Taxa intrinseca de crescimento da populacio: medida do crescimento da populagdo que integra a produgdo de
descendéncia e a mortalidade especifica da idade (1) (2) (3). Nas populacdes estdveis, ¢ igual a zero. Nas populagdes
em crescimento, o seu valor serd positivo; nas populagdes em declinio, serd negativo. Manifestamente, a dltima
situacdo ndo € sustentdvel e, em dltima andlise, conduzird a extingio.

Limite de detegdo: a menor concentracdo que pode ser detetada, mas ndo quantificada.

Limite de determinag¢do: a menor concentragio que pode ser medida de forma quantitativa.

Menor concentragio com efeito observavel (LOEC): a menor concentragdo testada em que o produto quimico
produz um efeito observavel estatisticamente significativo sobre a reprodugio e a mortalidade dos progenitores
(@ p < 0,05), comparativamente ao controlo, durante um periodo de exposi¢io definido. No entanto, todas as
concentracdes de ensaio superiores a LOEC devem ter efeito nocivo igual ou superior ao verificado para a LOEC.
Quando estas duas condigdes ndo puderem ser satisfeitas, deve ser fornecida uma explicagdo pormenorizada sobre
a forma como se determinou a LOEC (e, consequentemente, a NOEC).

Mortalidade: um animal é considerado morto quando permanece imdvel, isto é, quando ndo € capaz de nadar ou
quando ndo se observa movimento dos apéndices ou do pds-abdémen num intervalo de 15 segundos apds agitacio
suave do recipiente de ensaio (deve ser mencionada outra defini¢do que se utilize, juntamente com a sua referéncia).
Concentragio sem efeitos observiveis (NOEC): a concentracdo ensaiada imediatamente abaixo da LOEC, que,
quando comparada com o controlo, ndo tem efeito estatisticamente significativo (p < 0,05), durante um perfodo de
exposi¢do definido.

Progenitura: os juvenis do género Daphnia produzidos pelos animais progenitores no decorrer do ensaio.

Animais progenitores: as fémeas do género Daphnia presentes no inicio do ensaio e cuja produgio de
descendéncia é o objeto do estudo.

Produgio de descendéncia: o niimero de descendentes vivos produzidos por animais progenitores durante
o periodo de ensaio.

Produto quimico em estudo: qualquer substincia ou mistura & qual seja aplicado este método de ensaio.
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Apéndice 2

PREPARACAO DOS MEIOS TOTALMENTE DEFINIDOS ELENDT M7 E M4

Aclimatagdo aos meios Elendt M7 e M4

Alguns laboratdrios tiveram dificuldades na transferéncia direta de espécimes Daphnia para os meios M4 (1) e M7.
No entanto, obteve-se algum sucesso com uma aclimatagdo gradual, isto ¢, transferindo do préprio meio para
Elendt a 30 %, a 60 % e, por fim, a 100 %. Os periodos de aclimata¢do necessirios podem atingir a duragdo de um

més.

Preparacdo

Elementos vestigiais

Em primeiro lugar, preparam-se solucdes de reserva separadas (I) de elementos vestigiais individuais em dgua com
um grau de pureza adequado: por exemplo, desionizada, destilada ou submetida a osmose inversa. A partir destas
solugdes de reserva individuais (I), é preparada uma segunda solucdo de reserva simples (Il), que contém todos os
elementos vestigiais (solugdo combinada), isto é:

Solucdo ou solucdes de reserva [

Quantidade adicio-

Concentracdo (em

Para preparar a solucdo de reserva combi-
nada II, adicionar a seguinte quantidade de

(substancia simples) nada 2 dgua relacio ao meio M4) soluco de reserva 1 2 dgua
mgl mi/l
M 4 M7
H,BO, 57 190 20 000 vezes 1,0 0,25
Mndl, - 4 H,0 7 210 20 000 vezes 1,0 0,25
LiCl 6120 20 000 vezes 1,0 0,25
RbCl 1420 20 000 vezes 1,0 0,25
SrCl, - 6 H,0 3 040 20 000 vezes 1,0 0,25
NaBr 320 20 000 vezes 1,0 0,25
MoNa,0, - 2 H,0 1260 20 000 vezes 1,0 0,25
CuCl, - 2H,0 335 20 000 vezes 1,0 0,25
Zn(l, 260 20 000 vezes 1,0 1,0
Co(Cl, - 6H,0 200 20 000 vezes 1,0 1,0
KI 65 20 000 vezes 1,0 1,0
Na,SeO, 43,8 20 000 vezes 1,0 1,0
NH,VO, 11,5 20 000 vezes 1,0 1,0
Na,EDTA - 2H,0 5000 2 000 vezes — -
FeSO, - 7H,0 1991 2 000 vezes — -

Ambas as solugdes de Na,EDTA

e FeSO, sdo preparadas individualmente, junta

s e imediatamente autoclavadas, o que da:

solucio Fe-EDTA

1 000 vezes

20,0

5,0
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Meios M4 e M7

Os meios M4 e M7 sdo preparados utilizando a solucdo de reserva I, os macronutrientes e as vitaminas, tal

conforme a seguir se indica:

Quantidade adicio-

Concentracdo (em

Quantidade de solugdo de reserva adicio-

nada a dgua relacdo ao meio M4) nada para preparar o meio
mg/l ml/l
M 4 M7

Solu¢des de reserva II 20 vezes 50 50
(combinagdo de elementos ves-
tigiais)
Solugdes-padrdo de macronu-
trientes (uma s6 substancia)
CaCl, - 2H,0 293 800 1 000 vezes 1,0 1,0
MgSO, - 7H,0 246 600 2 000 vezes 0,5 0,5
KCl 58 000 10 000 vezes 0,1 0,1
NaHCO, 64 800 1 000 vezes 1,0 1,0
Na,SiO, - 9H,0 50 000 5 000 vezes 0,2 0,2
NaNO, 2740 10 000 vezes 0,1 0,1
KH,PO, 1 430 10 000 vezes 0,1 0,1
K,HPO, 1 840 10 000 vezes 0,1 0,1
Solugdo de reserva de vitaminas - 10 000 vezes 0,1 0,1

A solucdo-padrio de vitaminas prepara-se juntando as trés vitaminas a 1 litr

o de dgua, conforme a seguir se indica:

mg/l
Cloridrato de tiamina 750 10 000 vezes
Cianocobalamina (B,,) 10 10 000 vezes
Biotina 7,5 10 000 vezes

A solugdo de reserva de vitaminas é armazenada e congelada em pequenas aliquotas. As vitaminas s3o adicionadas
ao meio imediatamente antes da utilizagdo.

Nota: Para evitar a precipitagio dos sais quando se prepara o meio completo, adicionar as aliquotas de solugdes de
reserva a cerca de 500-800 ml de dgua desionizada e perfazer até 1 litro.

N.N.B. A primeira publicacio relativa ao meio M4 tem a seguinte referéncia: Elendt, B.P (1990). Selenium
deficiency in crustacea; an ultrastructural approach to antennal damage in Daphnia magna Straus.

Protoplasma, 154, 25-33.
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Apéndice 3

ANALISE DO CARBONO ORGANICO TOTAL (COT) E PRODUCAO DE UM NOMOGRAMA PARA
O TEOR COT DAS ALGAS QUE SERVEM DE ALIMENTO

Reconhece-se que o teor de carbono das algas que servem de alimento ndo serd normalmente medido diretamente,
mas sim através de correlacdes (isto é, nomogramas) com medi¢des alternativas, tais como o nimero de células de
algas ou a absorvancia.

O COT deve ser medido por oxidagdo a alta temperatura, em vez de se utilizarem métodos com UV ou persulfato
(ver: The Instrumental Determination of Total Organic Carbon, Total Oxygen Demand and Related Determinands
1979, HMSO 1980; 49 High Holborn, London WC1V 6HB).

Para a elaboragdo do nomograma, as algas devem ser separadas do meio de crescimento por centrifugagdo, seguida
de ressuspensdo em dgua destilada. Medir o pardmetro de substitui¢do e a concentragdo de COT em cada amostra
em triplicado. Devem ser analisados brancos de dgua destilada, e a concentracio de COT deve ser deduzida a partir
da concentracio de COT presente na amostra de algas.

Os nomogramas devem ser lineares em toda a gama de concentra¢des de carbono necessaria. Indicam-se a seguir
alguns exemplos.

N.B. Estes exemplos ndo devem ser aproveitados para efetuar conversdes; é essencial que os laboratdrios preparem
0s seus proprios nomogramas.

-
8
\

NS ENEREERN

Chlorella vulgaris var. viridis (CCAP 211/12).

Regressdo de mg/l (peso seco) em mg C/1. Dados obtidos a partir de suspensdes concentradas de células cultivadas
em sistema semicontinuo, ressuspensas em agua destilada

Eixo das abcissas: mg C/l de algas concentradas utilizadas como alimento

Eixo das ordenadas: mg/l de massa seca de algas concentradas utilizadas como alimento

Coeficiente de correlagdo -0,980
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Chlorella vulgaris var. viridis (CCAP 211/12).

Regressio do nimero de células em mg C/1. Dados obtidos a partir de suspensdes concentradas de células
cultivadas em sistema semicontinuo, ressuspensas em agua destilada

Eixo das abcissas: mg C/l de algas concentradas utilizadas como alimento
Eixo das ordenadas: niimero de células/l de algas concentradas utilizadas como alimento

Coeficiente de correlagio -0,926
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Chlorella vulgaris var. viridis (CCAP 211/12).

Regressdo da absorvincia em mg C/l (células com 1 cm de comprimento). Dados obtidos a partir de suspensdes
concentradas de células cultivadas em sistema semicontinuo, ressuspensas em dgua destilada

Eixo das abcissas: mg C/l de algas concentradas utilizadas como alimento
Eixo das ordenadas: absorvancia a 440 nm de uma dilui¢do 1/10 de algas concentradas utilizadas como alimento

Coeficiente de correlagdo — 0,998



Apéndice 4

EXEMPLO DE FOLHAS DE DADOS COM REGISTO DA RENOVA(;[\O DOS MEIOS, DADOS DE MONITORIZA(;[\O FfSICA/QUfMICA, ALIMENTAC[\O, REPRODUCAO DE
DAPHNIA E MORTALIDADE DE PROGENITORES

Produto quimico

Experiéncia niimero: Data do inicio: Clone: Meio: Tipo de alimento em estudo: Concentra¢do nominal:
Dia 1 2 3 6 7 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 | 21

Renovagio do meio

(assinalar os dias)

pH (*) novo
antigo

0, (mgf) () novo
antigo

Temperatura (.°C) (¥) novo
antigo

Alimentos fornecidos

(assinalar os dias)

Namero de descen- Total

dentes vivos (*¥)

ReRecipiente 1

2

3

4

5

6

7

8

9

10
Total

Mortalidade cumulativa dos

progenitores (***)

(*) Indicar recipiente utilizado na experiéncia.
(**) Registar ovos abortados como «AB» na casa correspondente

(***) Registar eventual mortalidade dos animais progenitores como «M» na casa correspondente

987/T11 1
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EXEMPLO DE FOLHA DE DADOS PARA REGISTO DE RESULTADOS DA ANALISE QUIMICA

a) Concentracdes medidas

Apéndice 5

Conc. nominal

Amostra da semana 1

Amostra da semana 2

Amostra da semana 3

Nova

Antiga

Nova

Antiga

Nova

Antiga

b) Concentra¢des medidas em percentagem do valor nominal

Conc. nominal

Amostra da semana 1

Amostra da semana 2

Amostra da semana 3

Nova

Antiga

Nova

Antiga

Nova

Antiga
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Apéndice 6
CALCULO DA MEDIA PONDERADA EM FUNCAO DO TEMPO

Média ponderada em fungio do tempo

Considerando que a concentragdo do produto quimico em estudo pode diminuir durante o periodo que decorre
entre renovagdes do meio, é necessrio determinar um valor de concentragdo representativo da gama de concen-
tragdes a que os progenitores Daphnia foram expostos. A determinagdo desse valor deve basear-se em consideragdes
tanto bioldgicas como estatisticas. Por exemplo, se se considerar que a reproducgdo é afetada principalmente pela
concentra¢do mdxima experimentada, deverd utilizar-se a concentragdo médxima. No entanto, se se considerar que
o efeito acumulado ou a longo prazo da substincia téxica tem peso mais importante, serd mais adequado utilizar
um valor médio de concentracio. Neste caso, o valor adequado serd o da concentragio média ponderada em fungdo
do tempo, uma vez que tem em conta a variagdo da concentragdo instantinea ao longo do tempo.

Figura 1

Exemplo de média ponderada em funcio do tempo

Dias

A figura 1 mostra um exemplo de ensaio (simplificado) com a duragdo de sete dias, em que o meio é renovado nos
dias 0, 2 e 4.

— A linha em ziguezague representa a concentra¢do ao longo do tempo. Assume-se que a queda da concentragio
segue uma curva exponencial.

— Os seis pontos expressos no grafico representam as concentragdes medidas no inicio e no fim de cada periodo
de renovacio.

— A linha mais espessa indica a posi¢do da média ponderada em fungdo do tempo.
A média ponderada em fungio do tempo € calculada de modo a que a drea abaixo dessa linha seja igual a drea

abaixo da curva de concentragdo. O quadro 1 apresenta em pormenor o calculo correspondente ao exemplo da
figura 1.

Quadro 1

Célculo da média ponderada em funcio do tempo

28.4.2017

Renovagdo N.° Dias Conc 0 Conc 1 Ln(Conc 0) Ln(Conc 1) Area
1 2 10,000 4,493 2,303 1,503 13,767
2 2 11,000 6,037 2,398 1,798 16,544
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Renovagdo N.° Dias Conc 0 Conc 1 Ln(Conc 0) Ln(Conc 1) Area
3 3 10,000 4,066 2,303 1,403 19,781
Nimero total 7 Area total: 50,092
de dias:
Média ponde- 7,156

rada em fun-
¢do do tempo:

A coluna Dias corresponde ao niimero de dias no periodo de renovagio.

A coluna Conc 0 corresponde a concentragio medida no inicio de cada periodo de renovacio.

A coluna Conc 1 corresponde a concentragio medida no final de cada periodo de renovagio.

A coluna Ln(Conc 0) corresponde ao logaritmo natural de Conc 0.

A coluna Ln(Conc 1) corresponde ao logaritmo natural de Conc 1.

A coluna Area corresponde a drea abaixo da curva exponencial para cada periodo de renovacdo. E calculada pela

seguinte férmula:

Area =

Conc 0 - Conc 1

X Dia

Ln( Conc 0) = Ln( Conc 1)

A média ponderada em funcio do tempo (MPFT) € a drea total dividida pelo total de dias.

Para o ensaio de reproducio de Daphnia, o quadro deve, logicamente, ser aumentado de modo a abranger 21 dias.

E 6bvio que, quando as observagdes se limitam ao inicio e ao final de cada periodo de renovacdo, ndo é possivel
confirmar se o decaimento segue, de facto, uma curva exponencial. Uma curva diferente resultard num calculo
diferente para os valores da drea. No entanto, o decaimento segundo uma curva exponencial constitui um modelo

plausivel que, na auséncia de outras informagdes, constituird provavelmente a curva mais adequada.

E, porém, necessdrio tomar algum cuidado no caso de a andlise quimica ndo permitir detetar o produto quimico no
final do periodo de renovagio. A menos que se possa estimar a velocidade a que o produto quimico desapareceu da
solugdo, é impossivel obter uma drea realista abaixo da curva e, consequentemente, uma média ponderada em

fungdo do tempo que seja razodvel.
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Apéndice 7
ORIENTA(;OES PARA A IDENTIFICA(;AO DO SEXO DOS NEONATOS

A produgdo de machos neonatos pode ocorrer em diferentes condicdes ambientais, tais como o encurtamento do
periodo de irradiagdo, temperatura, concentracio alimentar decrescente, e aumento da densidade populacional
(Hobaek e Larson, 1990; Kleiven et al., 1992). A producio de machos constitui também uma resposta a certos
reguladores do crescimento de insetos (Oda et al., 2005). Em condi¢des nas quais fatores de stress quimico induzam
um decréscimo na produgio de descendéncia das fémeas partenogéneas, é de prever a ocorréncia de um maior
nimero de machos (OCDE, 2008). As informagdes disponiveis mostram ndo ser possivel prever qual dos racios
entre sexos ou dos pardmetros de reproducio serdo mais sensiveis; hd, contudo, indicios (referéncia «relatério de
validagdo», parte 1) de que o aumento do niimero de machos pode ser menos sensivel do que a diminuicio da
descendéncia. Dado que o principal objetivo do método de ensaio consiste em avaliar o ntimero de descendentes
produzidos, a ocorréncia de machos constitui uma observagdo opcional. Se este pardmetro facultativo for avaliado
no contexto de um estudo, deve utilizar-se como critério adicional de validade do ensaio a ocorréncia de nio mais
de 5 % de machos nos controlos.

A forma mais pratica e facil de diferenciar o sexo dos espécimes de Daphnia consiste em utilizar as suas caracte-
risticas fenotipicas, pois os machos e as fémeas sio geneticamente idénticos, sendo o sexo determinado pelas
condi¢des ambientais. Machos e fémeas diferem em termos de comprimento e morfologia das primeiras antenas,
que sdo mais longas nos primeiros do que nas segundas (figura 1). Esta diferenca é observavel imediatamente apds
o nascimento, embora outras caracteristicas sexuais secunddrias evoluam a medida que os espécimes se
desenvolvem (ver, p. ex., figura 2 em Olmstead e LeBlanc, 2000).

Para observar o sexo morfoldgico, os neonatos produzidos por cada animal de experimentacio devem ser
transferidos por recurso a uma pipeta e colocados numa placa de Petri com meio de ensaio. O meio é mantido
a um nivel minimo, para restringir os movimentos dos animais. As primeiras antenas podem ser observadas por
recurso a um microscopio estereoscopico (x 10-60).

Fig. 1

Macho (lado esquerdo) e fémea (lado direito) de D. magna com 24 horas. Os machos podem ser
distinguidos das fémeas pelo comprimento e a morfologia das primeiras antenas, conforme indicado nos
circulos (Tatarazako et al., 2004).

REFERENCIAS

Hobaek A and Larson P. 1990. Sex determination in Daphnia magna. Ecology 71: 2255-2268.

Kleiven O.T., Larsson P., Hobaek A. 1992. Sexual reproduction in Daphnia magna requires three stimuli. 65, 197-
-206.

Oda S., Tatarazako N, Watanabe H., Morita M., and Iguchi T. 2005. Production of male neonates in Daphnia magna
(Cladocera, Crustacea) exposed to juvenile hormones and their analogs. 61:1168-1174.

OCDE 2008. Validation report for an enhancement of OECD TG 211 Daphnia magna reproduction test. OECD
Series on Testing and Assessment, Organisation for Economic Cooperation and Development, Paris, France.
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Olmstead, A.W., LeBlanc, G.A., 2000. Effects of endocrine-active chemicals on the development characteristics of
Daphnia magna. Regulatory Toxicology and Pharmacology 19:2107-2113.

Tatarazako, N., Oda, S., Abe, R., Morita M. and Iguchi T., 2004. Development of a screening method for endocrine
disruptors in crustaceans using Daphnia magna (Cladocera, Crustacea). Toxicological Sciences 17, 439-449.»

18) Na parte C, capitulo C.29, o ponto 66 passa a ter a seguinte redagio:
«66. Um ensaio é considerado vélido se:

a) a percentagem média de degradacdo nos recipientes F. que contém o produto quimico de referéncia (FC)
for superior a 60 % até ao 14.° dia de incubagio; e

b) a quantidade média de CIT presente nos ensaios em branco (F;) no final do ensaio for inferior a 3 mg C/1.

Se estes valores-limite ndo forem satisfeitos, repetir o ensaio com um in6culo proveniente de outra fonte efou
rever os procedimentos utilizados. Por exemplo, se se registar uma elevada producio de carbono inorganico
no ensaio em branco, deve seguir-se o procedimento indicado nos pontos 27 a 32.»

19) Na parte C, sio aditados os seguintes capitulos:

«C.47 Ensaio de toxicidade nos primeiros estidios de vida em peixes
INTRODUCAO

1. Este método de ensaio é equivalente ao Test Guideline 210 (2013) da OCDE. Os ensaios realizados em peixes
nos primeiros estidios de vida destinam-se a determinar os efeitos letais e subletais de produtos quimicos nas
espécies estudadas, nas fases vitais correspondentes. Estes ensaios permitem obter informagdes preciosas para
a previsdo de efeitos letais e subletais do produto quimico em causa noutras espécies de peixes.

2. O Test Guideline 210 baseia-se numa proposta apresentada pelo Reino Unido, examinada numa reunido de
peritos da OCDE que teve lugar em Medmenham, no Reino Unido, em novembro de 1988 e posteriormente
atualizada (em 2013), para espelhar a experiéncia adquirida na utilizagdo deste ensaio e as recomendacdes
formuladas numa sess3o sobre ensaios de toxicidade em peixes, que a OCDE organizou em setembro de 2010

).

PRINCIPIO DO ENSAIO

3. Expdem-se peixes nos primeiros estddios de vida a uma gama de concentra¢des do produto quimico em estudo
dissolvido em dgua. Sdo preferiveis condicbes de fluxo continuo, mas, se ndo forem possiveis, admitem-se
condicdes semiestticas. Para mais informagdes, pode consultar-se o documento de orienta¢des da OCDE sobre
ensaios de toxicidade em meio aqudtico de substincias e misturas dificeis (2). O ensaio comeca com
a colocagio de ovos fertilizados em cubas de ensaio e decorre durante o periodo, adaptado a espécie em
estudo, necessdrio para os peixes de controlo atingirem o estddio juvenil. Avaliam-se os efeitos letais e subletais
e comparam-se com os valores correspondentes ao grupo de controlo, a fim de determinar a LOEC (menor
concentragdo com efeitos observéveis) e, em seguida, a NOEC (concentra¢do sem efeitos observiveis) efou
a CE, (por exemplo: CE,, ou CE,), recorrendo a um modelo de regressio para estimar a concentragio
causadora de uma variagdo de x % no efeito medido. Os pardmetros e concentragdes associados a efeitos
a mencionar nos relatérios podem ser condicionados pelo quadro regulamentar aplicdvel. As concentra¢des
ensaiadas devem abranger a CEx, para que esta seja determinada por interpolacdo e ndo por extrapolagdo (ver
definigdes no apéndice 1).

INFORMACOES SOBRE O PRODUTO QUfMICO EM ESTUDO

4. Entende-se por «produto quimico em estudo» aquilo que ¢ ensaiado. E necessario conhecer a hidrossolubilidade
(capitulo A.6 deste anexo) e a pressio de vapor (capitulo A.4 deste anexo) do produto quimico em estudo,
devendo dispor-se de um método analitico fidvel para a determinacdo quantitativa do produto quimico nas
solugdes de ensaio, cujos limite de quantificagdo e exatiddo sejam conhecidos e estejam descritos. Embora ndo
necessario, um ensaio de toxicidade aguda (ver os capitulos C.1 ou C.49 deste anexo) pode fornecer
informacgdes tteis (a ser realizado, sé-lo-d de preferéncia nas espécies escolhidas para este ensaio).
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5. Se se utilizar este método de ensaio para estudar uma mistura, é necessdrio caracterizar o mais possivel
a composicdo desta, nomeadamente a identidade quimica, a ocorréncia quantitativa e as propriedades enquanto
substancia (como as acima referidas) dos seus componentes. Antes de o utilizar para ensaios normativos de
uma mistura, deve ponderar-se se o método gerard resultados aceitdveis para os fins normativos pretendidos.

6. A férmula estrutural, o grau de pureza da substdncia, a hidrossolubilidade, a estabilidade em dgua e a luz,
o pK,, o P, e os resultados de um ensaio de biodegradabilidade «facil» (segundo os capitulos C.4 e C.29 deste
anexo, por exemplo) constituem informacdes tteis.

VALIDADE DO ENSAIO
7. Para que um ensaio possa considerar-se valido, tém de ser cumpridas as seguintes condigdes:

— concentragdo de oxigénio dissolvido, ao longo de todo o ensaio, superior a 60 % do valor da saturagio
com ar;

— diferenca de temperatura da dgua entre as diversas cubas de ensaio ou entre dias consecutivos ndo superior
a = 1,5 °C em qualquer momento do ensaio, mantendo-se ainda a temperatura da dgua na gama de
temperaturas especificada para a espécie utilizada (apéndice 2);

— determinagio analitica das concentracdes experimentais;

— taxa global de sobrevivéncia dos ovos fertilizados e apds a eclosdo, do grupo de controlo e, quando
aplicavel, do grupo de controlo do solvente, igual ou superior aos limites definidos no apéndice 2.

8. Caso se observe um pequeno desvio dos critérios de validade, analisam-se as consequéncias na fiabilidade dos
dados do ensaio e inclui-se essa andlise no relatério. Os efeitos na sobrevivéncia, na eclosdo ou no crescimento
verificados no grupo de controlo do solvente, comparativamente ao grupo de controlo negativo, devem ser
discutidos numa perspetiva de fiabilidade dos dados do ensaio e incluidos no relatério.

DESCRICAO DO METODO
Cubas de ensaio

9. Podem utilizar-se quaisquer cubas de vidro, de aco inoxiddvel ou de outro material quimicamente inerte. Dada
a forte capacidade que o silicone reconhecidamente tem de absorver substincias lipofilicas, deve reduzir-se ao
minimo a utilizacdo de tubagens de silicone nos estudos de fluxo continuo e a utilizacio de vedacdes de
silicone em contacto com dgua, recorrendo para o efeito, por exemplo, a aquarios de vidro em monobloco. As
dimensdes das cubas devem ser suficientes para permitir um crescimento adequado nas cubas de controlo, para
que a concentragdo de oxigénio dissolvido se mantenha (o que, por exemplo, no caso de espécies de peixes
pequenas, se consegue com cubas de 7 1) e para que os critérios de taxa de carga referidos no ponto 19 sejam
respeitados. E desejavel que as cubas de ensaio sejam posicionadas de forma aleatéria na drea de ensaio. Porém,
em vez de uma disposi¢do completamente aleatéria, é preferivel uma organizacio por blocos e uma disposicdo
aleatéria em cada bloco, estando todas as concentracdo de exposicdo presentes em cada bloco. As cubas de
ensaio devem estar protegidas contra perturbagdes indesejadas. E preferivel que, antes da introdugdo dos
organismos, o sistema de ensaio seja exposto as concentragdes previstas do produto quimico em estudo
durante um periodo suficiente para comprovar a estabilidade dessas concentragdes.

Escolha das espécies

10. O quadro 1 refere as espécies de peixes recomendadas. Podem ser utilizadas outras, mas o protocolo de ensaio
poderd ter de ser adaptado de modo a proporcionar condicdes de ensaio adequadas. Nesse caso, serd necessirio
fundamentar a escolha da espécie e descrever o método experimental.

Manutencio dos peixes reprodutores

11. O apéndice 3 e as referéncias (3) (4) e (5) contém elementos sobre a manuten¢do dos reprodutores em
condicdes satisfatorias.
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Manipulacio de ovos fertilizados, embrides e larvas

12. Inicialmente, os ovos fertilizados, os embrides e as larvas podem ser expostos em cubas de vidro ou de ago
inoxidavel mais pequenas, dispostas no interior da cuba principal e cujos lados ou extremidades sejam
constituidos por uma rede que possibilite o fluxo da solucdo em estudo através de cada cuba. Uma forma de
criar um fluxo ndo-turbulento através dessas cubas mais pequenas consiste em pendurd-las num braco que as
movimente para cima e para baixo, mas mantenha os organismos sempre submersos. Os ovos fertilizados de
salmonideos podem ser colocados em suportes ou redes com orificios suficientemente largos para permitir que
as larvas saiam apds a eclosdo.

13. Quando se utilizam recipientes, grelhas ou malhas para confinar os ovos na cuba de ensaio principal, esses
dispositivos devem ser removidos apds a eclosio das larvas, seguindo as orientagdes do apéndice 3, com
excecdo das malhas necessarias para evitar que as larvas escapem. Se for necessario transferi-las, as larvas ndo
devem ser expostas ao ar. Também ndo devem ser utilizadas redes para retirar larvas de recipientes de ovos.
O momento adequado para efetuar a transferéncia varia de espécie para espécie e deve ser referido no relatério.
Todavia, esta transferéncia nem sempre é necessdria.

Agua

14. Pode utilizar-se nos ensaios qualquer dgua na qual a espécie em estudo apresente taxas adequadas de
crescimento e de sobrevivéncia a longo prazo (ver o apéndice 4). A qualidade da dgua deve manter-se
constante durante o ensaio. Para assegurar que a dgua de diluicio ndo influencia indevidamente o resultado do
ensaio (por exemplo por complexagio do produto quimico em estudo) nem afeta negativamente
o desempenho dos progenitores, devem ser colhidas regularmente amostras para andlise. Deve determinar-se
o teor de metais pesados (Cu, Pb, Zn, Hg, Cd, Ni etc.), dos principais anides e catides (Ca?*, Mg?, Na*, K*, Cl,
SO, etc.), de amoniaco, de pesticidas clorados residuais totais, de carbono organico total e de sélidos em
suspensdo. Caso se saiba que a qualidade da dgua de diluigdo se mantém relativamente constante, estas
medi¢des podem realizar-se, por exemplo, duas vezes por ano. Caso se saiba que a qualidade da dgua varia, as
medi¢des tém de ser mais frequentes, dependendo a frequéncia do grau dessa variabilidade. No apéndice 4
apresentam-se algumas caracteristicas quimicas de uma dgua de diluigdo aceitdvel.

Solugdes utilizadas no ensaio

15. Nos ensaios de fluxo continuo, tendo em vista a manutencdo da série pretendida de concentragdes nas cubas
utilizadas no ensaio, é necessario um sistema que forneca e dilua continuamente uma solucio de reserva do
produto quimico em estudo (por exemplo: por meio de uma bomba doseadora, de um diluidor proporcional
ou de um sistema saturador). Os caudais das solucdes de reserva e da dgua de diluicdo devem ser verificados
regularmente durante o ensaio e ndo devem variar mais de 10 % ao longo do ensaio. Considera-se adequado
um caudal equivalente a, pelo menos, o volume de cinco cubas de ensaio em 24 horas (3). Todavia, se a taxa
de carga especificada no ponto 19 for respeitada, admite-se um caudal inferior (por exemplo: o volume de duas
a trés cubas em 24 horas), para evitar o rapido arrastamento da comida.

16. Preparam-se as solugdes a utilizar nos ensaios por dilui¢do de uma solugdo de reserva até a concentragio
escolhida. Preferencialmente, prepara-se a solucdo de reserva por simples mistura ou agitagio do produto
quimico na dgua de diluicdo, utilizando meios mecénicos (agitacdo efou dispersdo ultrassonica, por exemplo).
Podem ser utilizados colunas de saturacio (colunas de solubilidade) ou métodos de dosagem passivos (6) para
obter solugdes de reserva de concentragio adequada. Ndo se recomenda a utilizagdo de solventes, mas, se for
necessario um solvente, hd que ensaid-lo em paralelo, com a mesma concentragio de solvente que nas cubas de
exposi¢do ao produto quimico em estudo; de preferéncia, a concentragdo do solvente deve ser a mesma em
todas as cubas de exposicdo e nas cubas de controlo do solvente. No caso de alguns sistemas de diluigdo, isto
pode ser tecnicamente dificil. Em tal caso, a concentragdo de solvente nas cubas de controlo do solvente deve
ser igual & maior concentragdo de solvente nas cubas de exposi¢do. No caso das substancias dificeis de ensaiar,
deve consultar-se o documento de orientagdes da OCDE n.c 23, relativo a ensaios de toxicidade em meio
aquatico de substincias e misturas dificeis (2). A escolha do solvente eventualmente utilizado depende das
propriedades quimicas da substancia em causa. O documento de orientagdes da OCDE n.° 23 recomenda que
ndo se ultrapasse a concentragdo de 100 pl/l. Para evitar eventuais efeitos do solvente nos pardmetros medidos
(7), recomenda-se que a concentragdo do solvente seja a menor possivel.

17. No ensaio em condi¢des semiestdticas, podem ser adotados dois métodos de renovagdo diferentes: ou se
preparam novas solu¢des de ensaio em cubas limpas e se transferem cautelosamente os ovos e larvas sobrevi-
ventes para as novas cubas; ou se mantém os organismos em estudo nas cubas de ensaio e se renova
diariamente uma parte (pelo menos dois ter¢os) do volume da solugio em estudo ou da solugio de controlo.
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PROTOCOLO DE ENSAIO
Condigdes de exposicio
Duracdo

18. Inicia-se o ensaio o mais rapidamente possivel apds a fertilizacio dos ovos, sendo preferivel imergi-los nas
solugdes em estudo antes de iniciada a segmentagio do blastodisco ou o minimo de tempo possivel apds esse
estddio. A duragdo do ensaio dependerd da espécie utilizada. Recomendam-se algumas duragdes no apéndice 2.

Carga

19. O ndimero de ovos fertilizados no inicio do ensaio deve ser suficiente para cumprir os requisitos estatisticos.
Os ovos devem ser distribuidos aleatoriamente pelos grupos de exposi¢io; o nimero minimo de ovos por nivel
de concentragdo é de 80, igualmente divididos por, pelo menos, quatro cubas de ensaio replicadas. A taxa de
carga (biomassa por volume de solucdo de ensaio) deve ser suficientemente baixa para que a concentragio de
oxigénio dissolvido se mantenha a, pelo menos, 60 % do valor de saturagdo com ar, sem necessidade de
arejamento, durante os estddios embriondrio e larvar. Para os ensaios de fluxo continuo, recomenda-se uma
taxa de carga ndo superior a 0,5 g/l (peso hiimido) em 24 horas e sempre ndo superior a 5 g/l de solugdo (3).

Luz e temperatura

20. O fotoperiodo e a temperatura da dgua devem ser adequados a espécie utilizada no ensaio (ver o apéndice 2).

Alimentacdo

21. O regime alimentar dos peixes é um aspeto da maior importancia, sendo essencial fornecer o alimento
adequado a cada estddio vital, a partir do momento certo, em quantidade suficiente para um crescimento
normal. A alimentagdo deve ser aproximadamente a mesma nos varios replicados, a menos que seja adaptada
em func¢do da mortalidade. Para evitar a acumulacdo de residuos, removem-se o excesso de alimento e as fezes
sempre que necessdrio. O apéndice 3 descreve determinados regimes alimentares, mas o objetivo prosseguido é
o aperfeicoamento continuo dos regimes alimentares em funcio da experiéncia adquirida, de modo a melhorar
a taxa de sobrevivéncia e otimizar o crescimento. Os alimentos vivos enriquecem o ambiente; por conseguinte,
devem ser utilizados em vez de alimentos secos ou congelados, ou em complemento destes, sempre que isso se
adeque a espécie e ao estadio vital em causa.

Concentragdes ensaiadas

22. Normalmente, utilizam-se cinco concentragdes do produto quimico em estudo, intervaladas por um fator
constante ndo superior a 3,2, com um minimo de quatro replicados por nivel de concentragio. Para se
escolher a gama de concentragdes a ensaiar, devem ser tidas em conta as informacdes eventualmente
disponiveis provenientes de ensaios de toxicidade aguda, de preferéncia na mesma espécie, ou pode realizar-se
um ensaio exploratério daquela gama (1). Todavia, no processo de escolha da gama de concentragdes a ensaiar,
devem ser tidas em conta todas as fontes de informacdo, designadamente as provenientes de métodos
comparativos por interpolacio ou dados de ensaios de toxicidade aguda em embrides de peixes. Caso se
pretenda definir apenas NOEC empiricas, pode ser aceitivel, como ensaio definitivo, um ensaio do limite, ou
um ensaio do limite alargado, de menos de cinco concentragdes. A utilizagdo de menos de cinco concentra¢des
carece de justificagdo. Ndo é necessdrio ensaiar concentra¢des do produto quimico em estudo que excedam
a CL,, as 96 horas ou 10 mg/l, prevalecendo como critério o valor mais baixo.

Controlos

23. Além do ensaio da série de concentracdes do produto quimico em estudo (ponto 16), deve realizar-se um
ensaio de controlo da dgua de dilui¢do e, se necessdrio, um ensaio de controlo do solvente utilizado.
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Frequéncia das medicdes e das determinagdes analiticas

24. Antes de iniciar o periodo de exposi¢do, é necessario verificar se o sistema de distribuicio do produto quimico
estd a funcionar bem em todos os replicados (por exemplo medindo as concentragdes a ensaiar). Os métodos
analiticos necessdrios devem estar bem estabelecidos, incluindo um limite de quantificacio adequado e um
conhecimento suficiente da estabilidade da substincia no sistema de ensaio. Durante o ensaio, determinam-se
as concentragdes do produto quimico em estudo a intervalos regulares, para caracterizar a exposi¢do. Sio
necessarias, pelo menos, cinco determinagdes. No caso dos sistemas de fluxo continuo, deve realizar-se, pelo
menos uma vez por semana, uma determinacdo analitica do produto quimico em estudo num replicado de
cada nivel de concentragio, de cada vez num replicado diferente. A realizacdo de mais determinagdes analiticas
melhora, em geral, a qualidade dos resultados do ensaio. Para garantir que as determinac¢des do produto
quimico se realizam na verdadeira solu¢do do mesmo, pode ser necessirio filtrar as amostras, para remover
eventuais particulas (utilizando filtros com porosidade de 0,45 pm, por exemplo), ou centrifugd-las. Para
reduzir a adsor¢do do produto quimico em estudo, os filtros devem ser previamente saturados. Se as concen-
tracdes medidas se desviarem do intervalo de 80-120 % da concentra¢do nominal, as concentragdes associadas
a efeitos devem ser determinadas e expressas do seguinte modo: no caso dos ensaios por fluxo continuo, em
relagdo a média aritmética das concentragdes (ver o calculo da média aritmética no apéndice 6 do método C.20
(8)); no caso dos ensaios semiestdticos, em relagio a média geométrica das concentra¢des medidas (ver
o capitulo 5 do documento de orientagdes da OCDE relativo a ensaios de toxicidade em meio aqudtico de
substancias e misturas dificeis (2)).

25. Durante o ensaio, medem-se, pelo menos semanalmente, o oxigénio dissolvido, o pH e a temperatura em cada
cuba; se necessirio, medem-se a salinidade e a dureza no inicio e no final do ensaio. De preferéncia,
monitoriza-se a temperatura continuamente em, pelo menos, uma cuba de ensaio.

Exames

26. Estddio embriondrio: O estddio embriondrio no inicio da exposi¢do ao produto quimico em estudo deve ser
verificado com o mdximo de rigor possivel. Pode utilizar-se para o efeito uma amostra representativa de ovos
adequadamente limpos e conservados.

27. Eclosdo e sobrevivéncia: O exame da eclosdo e da sobrevivéncia deve ser, pelo menos, didrio, registando-se
os numeros apurados. Caso se observem fungos nos ovos no inicio do desenvolvimento embriondrio (por
exemplo no primeiro ou no segundo dias do ensaio), os ovos em causa devem ser contados e retirados.
Removem-se os embrides, larvas e peixes juvenis mortos logo que se detetem, pois podem decompor-se
rapidamente e ser despedacados pelos outros peixes. A remocdo dos individuos mortos deve ser extremamente
cuidadosa, de modo a nio danificar os ovos e larvas vizinhos. Os sinais de morte dependem da espécie e do
estadio vital. Por exemplo:

— ovos fertilizados: particularmente nos estddios iniciais, acentuada perda de translucidez e alteracio da
coloracdo, causadas por coagulagio efou precipitagio de proteinas e conduzindo a um aspeto branco
opaco;

— embrides, larvas e peixes juvenis: imobilidade efou auséncia de movimentos respiratérios e/ou auséncia de
batimentos cardiacos e/ou auséncia de reacdo a estimulos mecanicos.

28. Aspeto anémalo: A intervalos adequados, em func¢io da duracdo do ensaio e da natureza da anomalia,
regista-se o nimero de larvas ou de peixes juvenis que apresentem anomalias de forma corporal. A ocorréncia
de larvas e peixes juvenis com anomalias ¢ um fenémeno natural, podendo, nalgumas espécies, afetar alguns
pontos percentuais dos efetivos do(s) grupo(s) de controlo. Caso se considere que as deformagdes e o compor-
tamento anormal associado sdo tais que causam sofrimento consideravel ao organismo, tendo este ultrapassado
o ponto de reversibilidade, o organismo em causa pode ser retirado do ensaio. Os animais nessas condigdes
devem ser eutanasiados, tratando-se como casos de mortalidade na subsequente andlise de dados. O desenvol-
vimento embriondrio normal da maior parte das espécies recomendadas neste método de ensaio estd descrito
na bibliografia (9) (10) (11) (12).

29. Comportamento anémalo: A intervalos adequados, consoante a durac¢do do ensaio (por exemplo: uma vez
por dia, no caso das espécies de dgua quente), registam-se todas as anomalias detetadas, como hiperventilacio,
natacdo descoordenada e alimentacdo ou inatividade atipicas. Estes efeitos, embora de dificil quantificacdo,
podem, quando observados, ser tteis na interpretacio dos dados de mortalidade.
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30. Peso: No final do ensaio, pesam-se os peixes sobreviventes, pelo menos por replicado (registando-se o niimero
de peixes presentes no replicado e o peso médio por peixe): é preferivel o peso himido (enxuto), mas também
pode indicar-se no relatério o peso seco (13).

31. Comprimento: No termo do ensaio, mede-se cada peixe. Recomenda-se a medicdo do comprimento total; se,
no entanto, a barbatana caudal apresentar sinais de decomposi¢io ou de erosdo, pode optar-se pelo
comprimento normalizado. O método utilizado deve ser o mesmo para todos os peixes participantes no
ensaio. Pode medir-se o comprimento de cada peixe com o auxilio de um paquimetro, de uma méquina
fotografica digital ou de um micrémetro ocular calibrado. Indicam-se no apéndice 2 os comprimentos minimos
habituais.

DADOS E RELATORIOS

Tratamento dos resultados

32. Se for necessdrio determinar a NOEC, recomenda-se que a capacidade do protocolo experimental e do teste
estatistico escolhido para detetar alteragdes de importancia bioldgica nos pardmetros se situe, pelo menos, ao
nivel de 80 %. Os pardmetros e concentra¢des associados a efeitos a mencionar nos relatérios podem ser
condicionados pelo quadro regulamentar aplicdvel. Se for necessirio determinar uma CE, o protocolo
experimental e o modelo de regressio escolhido devem permitir que essa concentragio seja estimada nas
seguintes condigdes: i) o intervalo de confianga a 95 % da CE, ndo compreende o valor zero e ndo é demasiado
amplo; ii) o intervalo de confianca a 95 % da média prevista & concentracio CE, ndo compreende a média do
grupo de controlo; iii) 0 modelo de regressdo ndo estd significativamente desajustado dos dados. Em ambos os
casos, é necessdrio precisar a variagio percentual de cada pardmetro que importa detetar ou estimar.
O protocolo experimental deve possibilitd-lo. Se as condigdes enunciadas para a determinacdo da CE, nio
forem satisfeitas, deve optar-se pela NOEC. E improvavel que a mesma variacdo percentual ocorra em todos os
pardmetros e que seja possivel conceber uma experiéncia realizdvel que satisfaga os referidos critérios para
todos os parametros. Por conseguinte, a experiéncia deve ser concebida de modo a concentrar-se adequa-
damente nos pardmetros que nela sejam importantes. Os apéndices 5 e 6 contém orientacdes e fluxogramas
estatisticos para ambos os casos, Uteis para orientar o tratamento dos dados e a escolha do modelo ou teste
estatistico mais adequado a utilizar. Admitem-se outras abordagens estatisticas, desde que cientificamente
justificadas.

33. E necessrio analisar as variagdes em cada série de replicados, efetuando uma andlise de varidncia ou
recorrendo a tabelas de contingéncia, e utilizar os métodos de andlise estatistica que aquela aconselhe. Para
efeitos de comparagdes miltiplas entre os resultados obtidos para cada concentracdo e os resultados obtidos
para o grupo de controlo, recomendam-se os testes regressivos de Jonckheere-Terpstra ou de Williams, no caso
das respostas continuas, e o teste regressivo de Cochran-Armitage, no caso das respostas quantais compativeis
com uma relagdo concentracio-resposta monétona e sem indicios de varidncia extrabinomial (14). Se houver
indicios de variancia extrabinomial, recomendam-se a modificagdo de Rao-Scott do teste de Cochran-Armitage
(15) (16) ou os testes de Williams ou de Dunnett (apds transformagdo arcosseno da raiz quadrada) ou de
Jonckheere-Terpstra, aplicados as proporc¢des associadas a cada replicado. Se os dados ndo forem compativeis
com uma relacio monétona concentragio-resposta, os métodos de Dunnett, de Dunn ou de Mann-Whitney
poderdo ser tteis no caso das respostas continuas e o teste exato de Fisher no caso das respostas quantais (14)
(17) (18). Ao aplicar um método ou modelo estatistico, hd que verificar se todos os requisitos do modelo ou
método sio satisfeitos (por exemplo, a variabilidade de cuba para cuba é estimada e tida em conta no
protocolo experimental e no modelo ou teste estatistico utilizado). O grau de normalidade dos dados deve ser
avaliado; o apéndice 5 indica o tratamento a dar aos residuos de uma ANOVA. O apéndice 6 contém
elementos adicionais relativos a regressio. Deve ponderar-se a necessidade de transformacdes para satisfazer os
requisitos do teste estatistico. No entanto, as transformagdes com vista ao ajustamento de um modelo de
regressdo exigem grande cuidado, uma vez que, por exemplo, uma variacgio de 25 % na resposta nio-
-transformada ndo corresponde a uma variagio de 25 % na resposta transformada. Em todas as andlises, é
a cuba de ensaio, e ndo o peixe, que constitui a unidade de andlise e a unidade experimental, facto que tanto os
testes de hipdteses como as regressdes tém de espelhar (3) (14) (19) (20).
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Relatério do ensaio
34. Elementos a constar do relatério do ensaio:

Produto quimico em estudo:

Substincia monocomponente

— aspeto fisico, hidrossolubilidade e outras propriedades fisico-quimicas relevantes;

— dados de identificagdo quimica, como denomina¢des IUPAC ou CAS, nimero CAS, cdédigo SMILES ou
c6digo InChl, férmula estrutural, grau de pureza, identidade quimica das impurezas, caso se justifique e seja
exequivel, etc. (incluindo teor de carbono orgénico, se for caso disso).

Substancia multicomponentes, UVCB e misturas

— caracterizagdo, tanto quanto possivel, por exemplo: pela identidade quimica (ver acima), pela ocorréncia
quantitativa e pelas propriedades fisico-quimicas relevantes dos componentes.

Espécie utilizada no ensaio:

— nome cientifico, estirpe, origem e método de recolha e de manipulagio dos ovos fertilizados.
Condigdes de realizacdo do ensaio:

— protocolo de ensaio utilizado (por exemplo: semiestatico ou de fluxo continuo, carga);

— fotoperiodo(s);

— planeamento do ensaio — por exemplo: niimero de cubas de ensaio e de replicados, nimero de ovos por
replicado, material e dimensdo das cubas de ensaio (altura, largura, volume), volume de dgua por cuba;

— método de preparagio das solugdes de reserva e frequéncia de renovagio (indicar o agente de solubilizagio
e a sua concentracdo, quando utilizado);

— método de dosagem do produto quimico em estudo (por exemplo: bombas, sistemas de dilui¢do);

— eficiéncia de recuperagdo do método e valores nominais das concentragdes de ensaio, limite de quanti-
ficacdo, médias dos valores medidos e respetivos desvios-padrdo nas cubas de ensaio e o método de
obtengdo desses desvios e médias, bem como elementos comprovativos de que as medi¢des correspondem
as concentragdes do produto quimico em estudo na verdadeira solugio;

— caracteristicas da dgua de dilui¢do: pH, dureza, temperatura, concentragio do oxigénio dissolvido, niveis de
cloro residual (caso tenham sido medidos), carbono organico total (idem), sélidos em suspensio (idem),
salinidade do meio de ensaio (idem) e quaisquer outras medigdes efetuadas;

— qualidade da dgua nas cubas de ensaio (pH, dureza, temperatura e concentragio do oxigénio dissolvido);

— informagdes pormenorizadas sobre a alimentacio (por exemplo: tipo de alimento(s), proveniéncia,
quantidade fornecida e frequéncia).

Resultados individualizados (ou por replicado) e sob a forma de média e coeficiente de variagdo, consoante o caso, para os
seguintes pardmetros:

— prova de que o grupo de controlo satisfez o critério de aceitacdo estabelecido para a sobrevivéncia global
da espécie estudada (apéndice 2);

— dados de mortalidade referentes a cada estidio (embriondrio, larvar e juvenil) e mortalidade acumulada;
— dias decorridos até a eclosdo, nimero de ovos eclodidos por dia e final da eclosio;

— ntimero de peixes saudédveis no final do ensaio;

— dados de comprimento (indicar se normalizado ou total) e de peso dos animais sobreviventes;

— incidéncia, descrigdo e niimero das anomalias morfoldgicas eventualmente observadas;

— incidéncia, descrigdo e niimero dos efeitos comportamentais eventualmente observados;
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— abordagem seguida na andlise estatistica (andlise de regressdo ou andlise da varidncia) e no tratamento dos
dados (modelo ou teste estatistico utilizado);

— concentragdo sem efeitos observaveis (NOEC) correspondente a cada resposta avaliada;

— menor concentragdo com efeitos observaveis (a p=0,05) (LOEC) correspondente a cada resposta avaliada;

— CE, correspondente a cada resposta avaliada, se for o caso, e intervalos de confianga (90 % ou 95 %, por
exemplo), grifico do modelo ajustado utilizado para a calcular, declive da curva concentragio-resposta,
férmula do modelo de regressdo, estimativa dos pardmetros do modelo e erros-padrdo correspondentes.

Desvios ao método de ensaio.

Discussdo dos resultados, incluindo qualquer influéncia de desvios ao método de ensaio nos resultado do ensaio.

Quadro 1

Espécies de peixes recomendadas para os ensaios.

DE AGUA DOCE

ESTUARINAS OU MARINHAS

Oncorhynchus mykiss
Truta arco-iris

Cyprinodon variegatus
Sargo-choupa

Pimephales promelas
Vairdo-de-cabeca-grande

Menidia sp.
Peixe-rei

Danio rerio
Peixe-zebra

Oryzias latipes
Peixe-do-arroz-japonés
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Apéndice 1

DEFINICOES

Comprimento a forquilha: comprimento entre a extremidade do focinho e a extremidade dos raios centrais da
barbatana caudal; é utilizado nos peixes nos quais é dificil indicar onde termina a coluna vertebral (www.fishbase.

org).

Comprimento normalizado: comprimento do peixe medido entre a extremidade do focinho e a extremidade
posterior da dltima vértebra ou a extremidade posterior da parte lateral média da placa hipural. Ou seja, esta
medida exclui o comprimento da barbatana caudal (www.fishbase.org).

Comprimento total: comprimento entre a extremidade do focinho e a extremidade do lobo mais longo da
barbatana caudal, normalmente medido com os lobos espalmados no prolongamento da linha média; mede-se um
segmento de reta, ndo a curva de contorno do corpo (www.fishbase.org).

Figura 1

Representacio dos diversos comprimentos utilizados.

Comprimento
normalizado

Produto quimico: Substincia ou mistura.

CE, (concentracdo com efeitos em x %): concentragdo que causa efeitos em x % dos organismos sujeitos a ensaio
num determinado periodo de exposi¢do, comparativamente ao grupo de controlo. Por exemplo, a CE,, ¢é
a concentragdo que causa efeitos, num pardmetro ensaiado, em 50 % da populagdo exposta durante o periodo
definido.

Menor concentracio com efeitos observiveis (LOEC): menor concentragio de ensaio do produto quimico em
estudo a qual este tem algum efeito com significAncia estatistica (p < 0,05), comparativamente ao grupo de
controlo. No entanto, todas as concentra¢des de ensaio superiores a LOEC devem ter efeitos nocivos iguais ou
superiores aos verificados a LOEC. Se ndo estiverem preenchidas estas duas condigdes, deve explicar-se como se
escolheu a LOEC (e a NOEC). Os apéndices 5 e 6 contém orientagdes neste dominio.

Concentracio sem efeitos observiveis (NOEC): das concentracdes ensaiadas, é a mais elevada imediatamente
abaixo do LOEC que, comparativamente ao grupo de controlo, ndo tem nenhum efeito com significancia estatistica
(p < 0,05), durante o periodo de exposicio indicado.

Produto quimico em estudo: Qualquer substincia ou mistura 4 qual seja aplicado este método de ensaio.
UVCB: substéincias de composigdo desconhecida ou varidvel, produtos de reagio complexos ou matérias bioldgicas.
IUPAC: Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada.

SMILES (Simplified Molecular Input Line Entry Specification): Especificagdo de escrita molecular linear simplificada.
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CONDICOES DE REALIZACAO E DURACAO DO ENSAIO E CRITERIOS DE SOBREVIVENCIA PARA AS ESPECIES RECOMENDADAS

Apéndice 2

. ~ x Valor médio TAXA DE SOBREVIVENCIA DOS PEIXES
ESPECIE CONDICOES DE REALIZACAO DO ENSAIO ) minimo normal do DE CONTROLO (% minima)
DURACAO RECOMENDADA | comprimento total
DO ENSAIO dos peixes de
Temperatura (°C) Salinidade (°/,,) Fotoperiodo (horas) controlo no final do Na eclosio Apbs a eclosio
estudo (mm) (1)
De dgua doce:
Oncorhynchus mykiss 10+1,5() 12-16 (%) duas semanas apds o inicio 40 75 % 75 %
Truta arco-iris da alimentacdo livre dos
peixes de controlo (ou 60
dias, a contar da eclosdo)
Pimephales promelas 25+1,5 16 32 dias, a contar do inicio 18 70 % 75 %
Vairdo-de-cabega-grande do ensaio (ou 28 dias,
a contar da eclosdo)
Danio rerio 26 £1,5 12-16 (4 30 dias, a contar da eclosdo 11 70 % 75 %
Peixe-zebra
Oryzias latipes 25+2 12-16 (4 30 dias, a contar da eclosio 17 80 % 80 %
Peixe-do-arroz-japonés
Estuarina ou marinha:
Cyprinodon variegatus 25+£1,5 15-35 (%) 12-16 (% 32 dias, a contar do inicio 17 75 % 80 %
Sargo-choupa do ensaio (ou 28 dias,
a contar da eclosio)
Menidia sp. 22-25 15-35 (%) 13 28 dias 20 80 % 60 %
Peixe-rei
Legenda:

(") O valor médio minimo normal do comprimento total ndo constitui critério de validade, mas médias inferiores ao valor indicado devem ser cuidadosamente examinadas em termos de sensibilidade do en-
saio. Determinaram-se os valores médios minimos de comprimento total a partir de uma selecio de dados disponiveis.
(3 A estirpe de truta arco-iris utilizada no ensaio pode exigir outras temperaturas. Os peixes reprodutores devem estar a mesma temperatura que os ovos. Se os ovos provierem de um criador comercial, é
necessaria uma curta adaptagdo (1-2 h) a temperatura do ensaio.
(*) Durante a semana seguinte a eclosdo, as larvas devem ser mantidas na obscuridade, exceto quando estiverem a ser examinadas; em seguida, mantém-se sob iluminagdo coada durante o resto do ensaio
(fotoperiodo de 12 a 16 horas) (4).
(*) O programa de iluminagdo deve ser constante, independentemente das condigdes de realizagdo do ensaio.

(*) O desvio admissivel em qualquer ensaio é de + 2/,
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Apéndice 3

ORIENTACOES RELATIVAS A ALIMENTA(;[\O E A MANIPULAC[\O DOS PEIXES REPRODUTORES E DOS PEIXES UTILIZADOS NO ENSAIO, DAS ESPECIES

RECOMENDADAS

ESPECIE

ALIMENTACAO (¥

Peixes reprodutores

Larvas recém-eclodidas

Juvenis

Tipo

Frequéncia

MOMENTO DA TRANS-
FERENCIA, APOS
A ECLOSAO

MOMENTO DO
PRIMEIRO FORNECI-
MENTO DE ALIMENTOS

De dgua doce:

Oncorhynchus mykiss
Truta arco-iris

alimento para trutas

nenhuma (%)

alimento inicial para
trutas, NA

2-4 vezes por dia

14-16 dias apds a eclo-
sdo ou quando da as-
censdo (facultativo)

19 dias ap6s a eclosdo
ou quando da ascensio

Pimephales promelas
Vairdo-de-cabega-grande

NA, alimento flocu-
lado, AC

NA

NA48, alimento flocu-

lado

2-3 vezes por dia

ap0s eclosdo de 90 %

2 dias ap0s a eclosdo

Danio rerio
Peixe-zebra

NA, alimento floculado

alimento comercial
para larvas, protozod-
rios (), proteinas ()

NA48, alimento flocu-

lado

NA uma vez por dia;
alimento floculado
duas vezes por dia

ap6s eclosdo de 90 %

2 dias ap6s a eclosdo

Oryzias latipes alimento floculado NA, alimento floculado | NA48, alimento flocu- | NA uma vez por dia; inaplicavel 6-7 dias apds a eclosdo
Peixe-do-arroz-japonés (ou protozodrios ou ro- | lado (ou rotiferos) alimento floculado
tiferos) duas vezes por dia ou

alimento floculado e

rotiferos uma vez por

dia
Estuarina ou marinha:
Cyprinodon variegatus | NA, alimento flocu- NA NA48 2-3 vezes por dia inaplicavel 1 dia apés a eclosdofas-
Sargo-choupa lado, AC censdo
Menidia sp. NA43, alimento flocu- | NA NA48 2-3 vezes por dia inaplicavel 1 dia apds a eclosio/as-

Peixe-rei

lado

censao

Legenda:

(*) Alimentagdo a fornecer ad libitum. Para evitar a acumulagdo de residuos, removem-se, sempre que necessario, o excesso de alimento e as fezes.

AC:  Artémias congeladas; adultos de espécies do género Artemia.

NA:

Néuplios de artémias; recém-eclodidos.

NA48: Ndauplios de artémias; com 48 horas.
(") As larvas com saco vitelino ndo necessitam de ser alimentadas.
() Filtrados de uma cultura mista.

() Granulos de processo fermentativo.
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Apéndice 4

ALGUMAS CARACTERISTICAS QUIMICAS DE UMA AGUA DE DILUICAO ACEITAVEL

Componente Limite de concentra¢do

Particulas 5 mg|l
Carbono organico total 2 mg/l
Amoniaco ndo-ionizado 1 pg/l
Cloro residual 10 pg/l
Pesticidas organofosforados totais 50 ng/l
Soma dos pesticidas organoclorados e dos bifenilos poli- 50 ng/l
clorados, totais

Cloro organico total 25 ngfl
Aluminio 1 pg/l
Arsénio 1 pg/l
Crémio 1 pg/l
Cobalto 1 pgfl
Cobre 1 pg/l
Ferro 1 pg/l
Chumbo 1 pg/l
Niquel 1 pgfl
Zinco 1 pg/l
Cadmio 100 ng/l
Merciirio 100 ng/l
Prata 100 ng/l
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Apéndice 5
ORIENTACOES ESTATISTICAS PARA A DETERMINACAO DA NOEC

Aspetos gerais

Cada cuba replicada constitui uma unidade de andlise. Por conseguinte, no caso das medi¢des continuas, como
o tamanho, calcula-se a média ou a mediana de cada replicado, sendo estes os dados a analisar. E necessério
demonstrar a representatividade estatistica dos testes utilizados, de preferéncia com fundamento numa base de
dados histérica adequada do laboratério. Para cada pardmetro, devem ser indicados o teste estatistico a utilizar e
a variagdo (minima) de tamanho detetdvel com 75-80 % de representatividade estatistica.

As bases de dados disponiveis aquando da elabora¢do deste método de ensaio definem a representatividade
estatistica associdvel aos métodos estatisticos recomendados. O laboratdrio deve demonstrar-se capaz de satisfazer
o requisito de representatividade estatistica mediante a realizacdo de uma andlise de representatividade estatistica ou
comprovando que o coeficiente de variacdo de cada resposta ndo vai além do 90.° percentil dos coeficientes de
variagdo utilizados na elaboracdo do Test Guideline, indicados no quadro 1. Caso se disponha apenas de médias ou
medianas por replicado, pode ignorar-se o coeficiente de variagdo nos replicados.

Quadro 1

90.° percentil de coeficientes de variacio para espécies de dgua doce escolhidas.

Espéci Coeficiente de variagdo entre Coeficiente de variacio nos
spécie Resposta - .
replicados replicados

Truta arco-iris Comprimento 17,4 9,8

Peso 10,1 28
Vairdo-de-cabeca-grande Comprimento 16,9 13,5

Peso 11,7 38,7
Peixe-zebra Comprimento 43,7 11,7

Peso 11,9 32,8

No caso de praticamente todos os testes estatisticos para avaliar estudos toxicoldgicos realizados em laboratério, as
comparagdes relevantes s3o entre os grupos expostos e os grupos de controlo. Ndo se justifica, portanto, exigir um
teste F de significancia (andlise de varidncia) antes de realizar um teste de Dunnett ou um teste de Williams nem um
teste de significancia de Kruskal-Wallis antes de realizar um teste de Jonckheere-Terpstra, Mann-Whitney ou Dunn
(Hochberg e Tamhane, 1987; Hsu, 1996; Dunnett, 1955, 1964; Williams, 1971, 1972, 1975, 1977; Robertson et
al., 1988; Jonckheere, 1954; Dunn, 1964).

O teste de Dunnett permite compara¢des multiplas e a utilizagdo de um teste F como filtro prejudica as suas taxas
de falsos positivos e de falsos negativos. Analogamente, os testes regressivos de Williams e de Jonckheere-Terpstra
com nivel de significAncia de 0,05 em cada etapa mantém uma taxa global de falsos positivos de 5 %, sendo que
esta e a representatividade estatistica dos testes sio prejudicadas pela utilizacdo, como filtro, do teste F ou do teste
de Kruskal-Wallis. O teste de Mann-Whitney e o teste de Dunn tém de ser adaptados para comparagdes miiltiplas,
aconselhando-se o ajustamento de Bonferroni-Holm.

A referéncia «<OCDE (2006)» contém vasta bibliografia e um exame aprofundado da maior parte das recomendagdes
sobre testes de hipdteses e sobre a verificacdo dos pressupostos que lhes estdo subjacentes.
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Tratamento dos grupos de controlo quando se utiliza solvente

Caso se utilize um solvente, é necessario prever um grupo de controlo da dgua de diluigdo e um grupo de controlo
do solvente. Comparam-se a resposta obtida para o primeiro com a resposta obtida para o segundo; se ndo
apresentarem diferengas com significncia estatistica, combinam-se um com o outro na andlise estatistica. Caso
contrério, utiliza-se o grupo de controlo do solvente na determinac¢do da NOEC ou na estimativa da CE, mas ndo
o grupo de controlo da dgua de diluigdo. Ver a restricdo enunciada nos critérios de validade (ponto 7).

Para o comprimento, o peso, a propor¢do de ovos eclodidos, a taxa de mortalidade larvar ou de larvas anormais e
o primeiro ou dltimo dia de eclosdo ou de ascensdo, deve utilizar-se um teste T ou um teste de Mann-Whitney para
comparar o grupo de controlo da dgua de diluicio com o grupo de controlo do solvente ao nivel de significancia
de 0,05, ignorando todos os grupos expostos. Os resultados destes testes devem constar do relatério.

Medicoes relacionadas com o tamanho (comprimento e peso)

O comprimento e o peso dos peixes podem seguir uma distribui¢do normal ou log-normal. Em qualquer dos casos,
o teorema do limite central prevé que os valores médios por replicado tendem para uma distribui¢do normal, o que
¢ corroborado pelos resultados de mais de 100 estudos nos primeiros estddios de vida realizados em trés espécies
de 4gua doce. Em alternativa, se os dados ou as bases de dados histéricas apontarem para uma distribuicio log-
-normal dos valores relacionados com o tamanho dos peixes, pode calcular-se o logaritmo da média dos valores
correspondentes aos peixes que constituem cada replicado, tomando depois como dados a analisar os antilogaritmos
desses logaritmos de médias por replicado.

Deve avaliar-se a compatibilidade dos dados com uma distribuicio normal e com uma varidncia homogénea. Para
o efeito, devem ser utilizados os residuos de um modelo ANOVA em que a concentragdo seja a Gnica varidvel
explicativa. Pode recorrer-se a diagramas de dispersdo, histogramas ou diagramas de caule e folha («stem-and-leaf
plots»). Em alternativa, pode utilizar-se um teste formal, como o teste de Shapiro-Wilk ou o teste de Anderson-
-Darling. Pode avaliar-se a compatibilidade com uma variancia homogénea através de um exame visual do mesmo
diagrama de dispersdo ou, formalmente, por meio de um teste de Levene. A verificagio da normalidade e da
homogeneidade da varidncia s6 é necessdria no caso dos testes paramétricos (teste de Williams ou teste de Dunnett,
por exemplo).

E necessario estar atento a eventuais valores aberrantes e as implicacdes destes na andlise. Pode recorrer-se ao teste
de valores aberrantes de Tukey e ao exame visual dos ja referidos diagramas de residuos. Relembra-se que
a observacdo corresponde ao replicado completo, pelo que a exclusdo de valores aberrantes da andlise carece de
cuidadosa ponderagdo.

Os testes estatisticos assentes nas caracteristicas do protocolo experimental e nas expectativas bioldgicas sdo testes
de tendéncia regressivos, como o de Williams ou o de Jonckheere-Terpstra. Estes testes pressupdem uma relagio
concentragdo-resposta monétona, pelo que hd que avaliar a compatibilidade dos dados com este pressuposto.
A avaliacio pode ser por exame visual do diagrama de dispersio das médias por replicado, em fungio da
concentracdo ensaiada. Serd 1til sobrepor a esse diagrama um diagrama linear por segmentos que ligue as médias
de concentragdo, ponderadas em funcdo da dimensio da amostra colhida do replicado. Se esse diagrama por
segmentos se desviar muito de um tragado mondtono, poderd ser necessdrio recorrer a testes que ndo sejam de
tendéncia. Em alternativa, pode recorrer-se a testes formais. Um teste formal simples passa por calcular os
contrastes lineares e quadrdticos das médias de concentragio. Se o contraste quadrtico tiver significAncia e
o contraste linear ndo a tiver, poderd haver um problema de monotonia, a reavaliar com base nos ditos diagramas.
Caso haja dividas quanto a normalidade ou & homogeneidade da varidncia, os referidos contrastes podem ser
construidos a partir de dados resultantes de uma transformacio de ordenamento. Podem ser utilizados outros
métodos, como o teste de monotonia de Bartholomew, mas com aumento de complexidade.
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Figura 2

Fluxograma para determinar a NOEC com base em medicdes relacionadas com o tamanho (comprimento e peso).

Os contornos a tracejado o correspondem a etapas para o primeiro ¢ o tltimo dias da eclos3o ou sa
ascensdo (*) ou pata larvas anormais
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(*) Estasrespostas nunca satisfazem os pressupostos de modelos ou analises paramétricos.

A menos que os dados ndo sejam compativeis com os requisitos desses testes, determina-se a NOEC por aplicagdo
regressiva do teste de Williams ou do teste de Jonckheere-Terpstra. A referéncia «OCDE (2006)» fornece mais
elementos sobre a aplicagio destes métodos. Se os dados ndo forem compativeis com os requisitos de um teste de
tendéncia regressivo, pode utilizar-se o teste de Dunnett ou o teste de Tamhane-Dunnett (T3), ambos com possibi-
lidade de comparages mdltiplas. Estes testes pressupdem uma distribuicio normal e, no caso do teste de Dunnett,
homogeneidade da variancia. Se estas condi¢des ndo forem satisfeitas, pode recorrer-se ao teste ndo-paramétrico de
Dunn. A referéncia «<OCDE (2006)» fornece mais elementos sobre todos estes testes. A figura 2 explica, em linhas
gerais, como se pode escolher o teste adequado.

Eclosio, sobrevivéncia das larvas

Os dados a analisar sdo as propor¢des de ovos que eclodem ou de larvas que sobrevivem em cada replicado. Estas
proporgdes devem ser avaliadas em termos de varidncia extrabinomial, que é frequente, mas ndo universal, nestes
dois casos. O fluxograma da figura 3 constitui uma orientagdo para a escolha do teste adequado; completa-o
o texto explicativo.

Sdo dois os testes normalmente utilizados: o teste C(a) de Tarone (Tarone, 1979) e os testes de chi-quadrado, cada
um deles aplicado separadamente a cada concentragdo de ensaio. Caso se observe varidncia extrabinomial, ainda
que apenas numa concentragdo de ensaio, devem utilizar-se métodos que a contemplem.

Féormula 1

Teste C(a) de Tarone (Tarone, 1979).
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em que p é a propor¢io média correspondente a uma determinada concentracio, m é o nimero de cubas
replicadas, n; é o nimero de sujeitos presentes no replicado j e x; é o nimero de sujeitos respondentes nesse
replicado, isto é, os casos de ndo-eclosio ou de morte no replicado. Aplica-se este teste separadamente a cada
concentragdo. Pode considerar-se um teste de chi-quadrado corrigido, mas um certo nimero de simulagdes de

representatividade estatistica efetuadas por Tarone mostraram ser um teste mais poderoso que um teste de chi-

-quadrado.
Figura 3
Fluxograma para determinar a NOEC com base na eclosio dos ovos e na mortalidade larvar.
Datos (¥) compativeis com relagdo concentraga
o-resposta monétona?
gy
o —
__h__-'—'_‘-h“
Sim  Sim
. . Dados com distribuicdo normal e
Teste C(a) ou de chi-quadrado de variancia h . PR
’ ; RS omogénea apés aplicagdo da
extrabinomial com significAncia? e B
transformada arcosseno da
/\ raiz quadrada?
Sim ) L Nio Sim ) Nio )
| [ o l T 1
 Teste regressivo de Jonckheere | | Teste regressivo de Teste de Dunnett Teste de Dunn ou teste
ou de Cochran-Armitage com Jonckheere ou de Cochran- de Mann-Whitney
modificagdo de Rao-Scott ou, Armitage ou, apés aplicagdo
ap6s aplicacdo da transformada da transformada arcosseno da
arcosseno da raiz quadrada, teste raiz quadrada, teste de
de Williams VAN Williams A

() Osdadosa analisar sdo as propor¢des por replicado.

Caso nio haja indicios significativos de varidncia extrabinomial, pode utilizar-se o teste regressivo de Cochran-
-Armitage. Uma vez que este ignora os replicados, recomenda-se que, caso haja indicios significativos de variancia
extrabinomial, lhe seja aplicada a corre¢do de Rao-Scott, que tem em conta os replicados, a dimensdo destes e
a varidncia extrabinomial. Outras possibilidades sdo os testes regressivos de Williams e de Jonckheere-Terpstra, bem
como o teste de Dunnett, conforme referido no item «Medi¢Bes relacionadas com o tamanho». Estes testes podem
ser utilizados caso exista variancia extrabinomial ou nio, mas a sua representatividade estatistica é menor (Agresti,
2002; Morgan, 1992; Rao e Scott, 1992, 1999; Fung et al., 1994, 1996).

Primeiro ou dltimo dia de eclosio e ascensio

A resposta a analisar é um ntimero inteiro, correspondente ao dia do ensaio no qual a observac¢io indicada ¢ feita
na cuba replicada em causa. Em geral, a gama de valores é muito limitada e sdo frequentes proporg¢des elevadas de
valores ligados (por exemplo, observacdo do mesmo primeiro dia de eclosdo em todos os replicados de controlo e,
possivelmente, também na concentracdo mais baixa ou nas duas concentragdes mais baixas). Testes paramétricos,
como o de Williams ou o de Dunnett, ndo se adequam a este tipo de dados. A menos que haja indicios de
acentuada ndo-monotonia, o teste regressivo de Jonckheere-Terpstra é muito poderoso na detecio de efeitos de
produtos quimicos. Caso contrério, pode utilizar-se o teste de Dunn.
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Larvas com anomalias

A resposta a analisar é o niimero de larvas em que foi detetada alguma anomalia. Esta resposta tem uma incidéncia
muitas vezes baixa e estdo-lhe associados os mesmos problemas que ao primeiro dia de eclosdo, bem como, por
vezes, uma relagdo concentragdo-resposta erratica. Se os dados se relacionarem segundo uma fungdo aproxima-
damente monétona da concentracdo, o teste regressivo de Jonckheere-Terpstra é poderoso na detecio de efeitos.
Caso contrario, pode utilizar-se o teste de Dunn.
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Apéndice 6
ORIENTA(;OES ESTATISTICAS PARA AS ESTIMATIVAS POR REGRESSAO

Aspetos gerais

As observagdes as quais se ajusta um modelo sio as médias (de comprimento e de peso) por replicado ou as
proporgdes (de eclosido dos ovos e de mortalidade larvar) por replicado (OCDE, 2006).

Recomenda-se, em geral, uma regressdo ponderada, utilizando como fator de ponderagdo a dimensio da amostra
do replicado. H4 outras possibilidades de ponderagdo; por exemplo: utilizando como fator de ponderagdo a resposta
média prevista ou uma combinacio desta e da dimensdo da amostra do replicado. Ndo se recomenda a ponderacio
por meio do inverso da varidncia das amostras a cada concentragio (Bunke et al., 1999; Seber e Wild, 2003;
Motulsky e Christopoulos, 2004; Huet et al., 2003).

Qualquer transformagdo das respostas antes da andlise estatistica deve manter a independéncia das observagdes;
além disso, a CE_e os limites do intervalo de confianga desta devem ser expressos nas unidades de medida originais
e ndo em unidades transformadas. Por exemplo, uma variagdo de 20 % do logaritmo do comprimento ndo equivale
a uma variagdo de 20 % do comprimento (Lyles et al., 2008; Draper e Smith, 1999).

O fluxograma da figura 4 resume como proceder a estimativas de CE. Completam-no as explicagdes dadas no
texto.

Figura 4

Fluxograma para estimativa da CE, em funcio das médias por replicado de comprimento, peso ou
4 p X G p P p p
proporcio de eclosio dos ovos ou de mortalidade larvar (mais pormenores no texto).
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(¢) comparagdo de resposta média do grupo de control com a resposta media prevista, (d) comparagéo, por meiode um teste F, da
._soma dos residuos quadraticos de regressdo com a som a dos erros quadraticos puros. Rejeicdo dos modelos que se ajustem mal.

Comparagdo dos modelos pelo critério AICc ou com base na apreciagdo de especialistas e selecdo do que se ajuste melhor

" Calcular o interval de confianca a 95 % para as respostas previstas para o grupo de control e a CE. Calcular o intervalo de confianca
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Consideracdes relativas a eclosio dos ovos e a mortalidade larvar

Para a eclosdo dos ovos e a mortalidade larvar, é geralmente preferivel ajustar um modelo decrescente, a menos que
se pretenda ajustar um modelo probit como se descreve a seguir. Ou seja, deve ajustar-se o modelo a proporgio de
ovos nio-eclodidos ou de larvas mortas. A razdo disto é que a CE_ se refere a concentracdo a qual se verifica uma
variagdo de x % em relagdo a resposta média do grupo de controlo. Se 5 % dos ovos do grupo de controlo nio
eclodirem e o modelo traduzir a ndo-eclosdo, a CE,, corresponderd a concentragio a qual ocorrerd uma variagio de
20 % da propor¢io de 5 % de ovos ndo-eclodidos no grupo de controlo, ou seja, uma variagio de
0,2 x 0,05 = 0,01, o que representa um aumento de um ponto percentual, para 6 % de ndo-eclosdes. Uma variacio
tio pequena ndo pode ser estimada de modo significativo a partir dos dados disponiveis e ndo tem relevancia
bioldgica. Em contrapartida, se o modelo traduzir a propor¢io de ovos eclodidos, a proporgdo correspondente ao
grupo de controlo serd, neste exemplo, de 95 %, e uma redugdo de 20 % em relagdo a média do grupo de controlo
equivaleria a uma variagdo de 0,95 x 0,2 = 0,18, ou seja, uma variacio do éxito da eclosdo de 95 % para 77 %
(= 95 - 18), podendo estimar-se a concentragio que gera este efeito, previsivelmente de maior interesse.
O problema nio se coloca com as medi¢des relacionadas com o tamanho; efeitos adversos no tamanho traduzem-se
geralmente numa diminuigdo deste.

Modelos apliciveis ao tamanho (comprimento ou peso) e ao éxito da eclosio dos ovos ou a sobrevivéncia
larvar

Com excecio do modelo hormético de Brain-Cousens, todos estes modelos sio descritos e recomendados na
referéncia «OCDE (2006)». Discutem-se igualmente os modelos OCDE 2 a 5 para experiéncias de ecotoxicidade em
Slob (2002). Ha, evidentemente, muitos outros modelos que poderdo ser titeis. Bunke et al. (1999) enumeram uma
vasta série de modelos que ndo sdo aqui referidos, e hd numerosas referéncias a outros modelos. Os modelos

a seguir referidos sdo considerados especialmente adequados para experiéncias de ecotoxicidade e amplamente
utilizados.

5 concentragdes de ensaio e grupo de controlo

— modelo de Bruce-Versteeg;

— modelo exponencial simples (OCDE 2);

— modelo exponencial com pardmetro de forma (OCDE 3);

— modelo exponencial simples com limite inferior (OCDE 4).

6 ou mais concentragdes de ensaio e grupo de controlo

— modelo exponencial com pardmetro de forma e limite inferior (OCDE 5);
— modelo de Michaelis-Menten;

— modelo de Hill.

Caso exista prova visual de hormese (improvavel no caso da eclosdo dos ovos ou da sobrevivéncia larvar, mas por
vezes evidenciada nas observacdes relacionadas com o tamanho):

— modelo hormético de Brain-Cousens — Brain e Cousens (1989).

Modelos alternativos para a nio-eclosio dos ovos e a mortalidade larvar

— Caso ndo haja indicios de varidncia extrabinomial, podem ser ajustados a estas respostas modelos crescentes
probit (ou logisticos), sendo a incidéncia no grupo de controlo estimada no ajustamento do modelo. Nio ¢ este
o método a privilegiar, por considerar que a unidade de andlise ¢, ndo o replicado, mas o individuo (Morgan,
1992; O’Hara Hines e Lawless, 1993; Collett, 2002, 2003).

Qualidade do ajustamento de um modelo

— Comparacdo visual do decréscimo percentual, observado e previsto, correspondente a cada concentragdo
ensaiada (Morgan, 1992; O'Hara Hines e Lawless, 1993; Collett, 2002, 2003).
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— Comparacio, por meio de um teste F, do erro quadritico médio de regressio com o erro quadrdtico médio puro
(Draper e Smith, 1999).

— Verificagdo de que cada termo do modelo se distingue, com significancia, de zero (ou seja, determinacio da
importancia de todos os termos do modelo) (Motulsky e Christopoulos, 2004).

— Representacdo grafica dos residuos da regressio em funcgdo da concentragio de ensaio, recorrendo
eventualmente a uma escala logaritmica da concentracio. Esta representagdo ndo deve definir nenhum padrio;
os pontos devem estar dispersos de modo aleatério segundo uma linha horizontal a altura zero.

— Avaliagio da normalidade da distribuicio e da homogeneidade da variancia dos dados como se indicou no
apéndice 5.

— Em acréscimo, avaliagio da normalidade da distribuicio dos residuos do modelo de regressio, pelos métodos
indicados no apéndice 5 para os residuos de um modelo ANOVA.

Comparacio de modelos

— Utilizagdo dos critérios AICc de Akiake. Valores AICc menores traduzem melhores ajustamentos; se AICc(B)-
-AICc(A) > 10, o modelo A é quase seguramente melhor do que o modelo B (Motulsky e Christopoulos, 2004);

— Comparacdo visual dos dois modelos quanto a satisfagdo dos critérios acima indicados para um modelo;

— Aplicagdo recomendada do principio da parciménia, segundo o qual se deve utilizar o modelo mais simples que
se ajuste razoavelmente aos dados (Ratkowsky, 1993; Lyles et al., 2008).

Qualidade da estimativa de CE,

O intervalo de confianca da CE, nio deve ser demasiado amplo. E necessdrio ajuizar, em termos estatisticos, que
amplitude méxima pode ter o intervalo de confianga para que a CE, tenha utilidade. Simula¢Ges do ajustamento de
modelos de regressio a dados de eclosio dos ovos e a dados relacionados com o tamanho mostram que
a amplitude de cerca de 75 % dos intervalos de confianga de CE_ (x = 10, 20 ou 30) ndo excede duas concentragdes
de ensaio. Esta conclusdo constitui uma orientagdo geral de aceitabilidade e d4 uma ideia do que é realizdvel.
Numerosos autores vincam a necessidade de dar conta dos intervalos de confianca de todos os parimetros do
modelo e afirmam que pardmetros do modelo com intervalos de confianga largos sdo indicadores da inaceitabi-
lidade do modelo (Ott e Longnecker, 2008; Alvord e Rossio, 1993; Motulsky e Christopoulos, 2004; Lyles et al.,
2008; Seber e Wild, 2003; Bunke et al., 1999; Environment Canada, 2005).

O intervalo de confianga correspondente a CE, (ou a qualquer outro pardmetro do modelo) ndo deve compreender
o valor zero (Motulsky e Christopoulos, 2004). Trata-se do equivalente, na regressdo, da diferenca minima com
significincia frequentemente referida nos métodos de teste de hipéteses (por exemplo: Wang et al., 2000).
Corresponde igualmente a que o intervalo de confianga das respostas médias a LOEC ndo compreenda a média do
grupo de controlo. Importa refletir sobre a plausibilidade cientifica das estimativas dos pardmetros. Por exemplo, se
o intervalo de confianca correspondente a y, for 20 %, nenhuma estimativa de CE,, serd plausivel. Se o modelo
previr um efeito a 20 % a concentracdo C e o efeito maximo observado a essa concentragdo e a concentragdes
inferiores for 10 %, a CE,, ndo serd plausivel (Motulsky e Christopoulos, 2004; Wang et al., 2000; Environment
Canada, 2005).

A CE_ ndo é extrapoldvel para concentra¢des que ndo sejam positivas [Draper e Smith, 1999; OCDE (2006)]. Por
exemplo, uma orientagdo geral poderd ser que a CE, ndo seja inferior em mais de 25 % a menor das concentragdes
ensaiadas nem superior em mais de 25 % a maior destas.
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C.48 Ensaio curto de efeitos na reproducio em peixes
INTRODUCAO

1. Este método de ensaio é equivalente ao Test Guideline 229 (2012) da OCDE. A necessidade de desenvolver e
validar um ensaio em peixes capaz de detetar produtos quimicos com atividade enddcrina decorre dos receios
acerca da possibilidade de os niveis ambientais dos produtos quimicos em causa terem efeitos indesejados nas
populagdes humanas e na fauna e flora selvagens, devido a interagdes dos referidos produtos quimicos com
o sistema enddcrino. Em 1998, a OCDE deu inicio a uma ac¢do de elevada prioridade com vista a rever as
orientacdes existentes e a elaborar novas orientagdes para despistagem e ensaio de potenciais desreguladores do
sistema enddcrino. Um dos elementos dessa acdo foi a elabora¢do de um Test Guideline para a despistagem de
produtos quimicos com atividade no sistema enddcrino de espécies ictioldgicas. O Ensaio Curto de Efeitos na
Reprodugdo em Peixes foi objeto de um vasto programa de validagdo, que consistiu em realizar estudos interla-
boratoriais com determinados produtos quimicos para demonstrar a pertinéncia e a fiabilidade do ensaio na
detecdo de produtos quimicos que afetem a reprodugdo dos peixes por virios mecanismos, nomeadamente por
via enddcrina (1) (2) (3) (4) (5). Os parametros das referidas orientagdes da OCDE foram todos validados no
vairdo-de-cabeca-grande e parte deles no peixe-do-arroz-japonés (vitelogenina e caracteres sexuais secundarios)
e no peixe-zebra (vitelogenina). O trabalho de validagdo foi objeto de uma avaliagdo por pares no dmbito de
um painel de peritos nomeados pelos coordenadores nacionais do programa de Test Guidelines da OCDE (6) e
por um painel independente de peritos constituido por iniciativa da Agéncia de Protecio do Ambiente, dos E.
U.A. Este ensaio ndo visa identificar mecanismos especificos de desregulagdo hormonal, pois os animais
ensaiados possuem um eixo hipotdlamo-hipéfise-gonadas intacto e sdo passiveis de reagir (a diversos niveis)
aos produtos quimicos com efeitos nesse eixo.

2. Este método descreve um ensaio de despistagem in vivo que compreende a exposi¢do, ao produto quimico, de
grupos mistos de machos sexualmente maduros e fémeas reprodutoras, durante um periodo limitado (21 dias)
do ciclo de vida dos peixes utilizados. Ao terminar o periodo de 21 dias de exposicdo, medem-se nos machos e
fémeas dois pardmetros biomarcadores indicativos de atividade endécrina do produto quimico em estudo,
designadamente a vitelogenina e caracteres sexuais secunddrios. Mede-se a vitelogenina no vairdo-de-cabega-
-grande, no peixe-do-arroz-japonés e no peixe-zebra; medem-se os caracteres sexuais secunddrios no vairdo-de-
-cabega-grande e no peixe-do-arroz-japonés. Durante o ensaio, monitoriza-se ainda, diarjamente, a fecundidade
em termos quantitativos. Conservam-se as génadas e podem realizar-se exames histopatoldgicos para avaliar
a aptiddo reprodutiva dos animais em estudo e complementar os indicios extraidos de outros parametros.

3. Este bioensaio serve de ensaio de despistagem in vivo de efeitos na reprodugio, enquadrando-se a sua aplicacio
no contexto do quadro conceptual da OCDE para ensaio e avaliagdo de produtos quimicos desreguladores do
sistema enddcrino (30). Nesse quadro conceptual, o Ensaio Curto de Efeitos na Reproducio em Peixes inscreve-
-se no nivel 3, enquanto ensaio in vivo que fornece dados acerca de um ou mais mecanismos|vias enddcrinos
determinados.

CONSIDERACOES INICIAIS E LIMITACOES

4. As fémeas de vertebrados oviparos produzem normalmente vitelogenina (VTG) no figado como reagdo aos
estrogénios enddgenos em circulagdo. Trata-se de um precursor das proteinas do vitelo que, uma vez produzido
no figado, é transportado pela corrente sanguinea até aos ovdrios, onde os ovdcitos em desenvolvimento
o absorvem e modificam. A vitelogenina é quase indetetdvel no plasma de peixes fémeas imaturas e de peixes
machos, que nio tém estrogénios suficientes em circulagdo. Porém, o figado é capaz de sintetizar e segregar
vitelogenina como reac¢do a uma estimulagdo estrogénica exdgena.

5. A medigio da vitelogenina serve para detetar produtos quimicos com vérios modos de acdo estrogénica. E
possivel detetar produtos quimicos estrogénicos medindo a indugdo de vitelogenina em peixes machos, método
documentado em numerosas publicacdes cientificas pré-avaliadas por especialistas — por exemplo (7).
Também se demonstrou a inducdo de vitelogenina apds exposicdo a androgénios aromatizdveis (8) (9).
A diminui¢do do nivel de estrogénios em circulagio nas fémeas (por exemplo: através da inibi¢io da
aromatase, que converte o androgénio enddégeno no estrogénio natural 17f-estradiol) provoca uma diminuigdo
do nivel de vitelogenina, efeito que é utilizado para detetar produtos quimicos com propriedades inibidoras da
aromatase (10) (11). As consequéncias bioldgicas de uma inibi¢do estrogénica/da aromatase no nivel de
vitelogenina sdo um facto assente e estdo amplamente documentadas. Todavia, a produgdo de vitelogenina nas
fémeas também pode ser afetada por toxicidade generalizada e por modos de agdo tdxica ndo-enddcrinos (por
exemplo: hepatotoxicidade).
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6. Desenvolveram-se e normalizaram-se com éxito virios métodos de medicio para ensaios de rotina. E o caso
dos métodos ELISA especificos para uma determinada espécie, que recorrem a processos imunoquimicos para
quantificar a vitelogenina produzida em pequenas amostras hepdticas ou de sangue colhidas em peixes da
espécie em causa (12) (13) (14) (15) (16) (17) (18). Para a medicdo da vitelogenina, colhem-se/constituem-se
amostras de sangue (vairdo-de-cabeca-grande), de sangue ou de homogeneizado da cabega e da cauda (peixe-
-zebra) ou do figado (peixe-do-arroz-japonés). No peixe-do-arroz-japonés existe boa correlagio entre
a vitelogenina medida no sangue e no figado (19). Descrevem-se no apéndice 6 os procedimentos
recomendados para a colheita de amostras destinadas a andlise da vitelogenina. E ficil encontrar kits para
medicdo da vitelogenina, os quais, porém, devem basear-se num método ELISA validado para a espécie em
causa.

7. Em determinadas espécies de peixes, os caracteres sexuais secunddrios dos machos sio visiveis exteriormente,
sdo quantificdveis e reagem aos niveis de androgénios enddgenos em circulacdo. E o caso no vairdo-de-cabega-
-grande e no peixe-do-arroz-japonés, mas ndo no peixe-zebra, que ndo possui caracteres sexuais secunddrios
quantificdveis. As fémeas conservam a capacidade de desenvolver caracteres sexuais secunddrios masculinos
quando expostas a produtos quimicos androgénicos na dgua. Estdo disponiveis na literatura cientifica vdrios
estudos que documentam este tipo de resposta no vairio-de-cabega-grande (20) e no peixe-do-arroz-japonés
(21). Por razdes de baixa representatividade estatistica, um decréscimo dos caracteres sexuais secunddrios nos
machos deve ser interpretado com precaugdo, com base na apreciagio de especialistas na matéria e na
ponderagdo da suficiéncia da prova. A utilizagdo do peixe-zebra neste ensaio tem as suas limitagdes, por
inexisténcia de caracteres sexuais secunddrios quantificdveis reativos a produtos quimicos com atividade
androgénica.

8. No vairdo-de-cabeca-grande, o principal indicador de exposi¢do a androgénios exdgenos é o nimero de
tubérculos nupciais existentes no focinho das fémeas. No peixe-do-arroz-japonés, ¢ o niimero de processos
papilares que constitui o principal marcador da exposicio exdgena de fémeas a produtos quimicos
androgénicos. Descrevem-se nos apéndices 5A e 5B os procedimentos recomendados para avaliar caracteres
sexuais respetivamente no vairdo-de-cabeca-grande e no peixe-do-arroz-japonés.

9. O ensaio a 21 dias em peixes compreende a determinagio quantitativa da produgio de ovos e a preservagio
das goénadas para exame histopatoldgico (facultativo). Algumas autoridades reguladoras podem exigir este
parametro adicional para uma avaliacio mais completa da aptiddo reprodutiva dos animais em estudo ou nos
casos em que os pardmetros «vitelogenina» e «caracteres sexuais secunddrios» ndo respondam a exposigdo ao
produto quimico. Embora determinados pardmetros tenham elevado valor de diagnéstico (indugdo de
vitelogenina em machos e formagdo de tubérculos em fémeas), nem todos os pardmetros contemplados no
ensaio (fecundidade e histopatologia das gbnadas) visam identificar inequivocamente um mecanismo especifico
de acdo celular. Em vez disso, a série de pardmetros utilizada permite, no seu conjunto, tirar ilagdes acerca de
eventuais perturbagdes enddcrinas, que possam servir de orientacdo para ensaios complementares. Embora ndo
seja afetada unicamente por perturbagdes enddcrinas, a fecundidade constitui um pardmetro importante deste
ensaio, dada a sua comprovada sensibilidade aos produtos quimicos com atividade endécrina conhecida (5). Se
a fecundidade e outros parametros ndo forem afetados, haverd mais razdes para concluir pela improbabilidade
de o composto em causa ter atividade enddcrina. Porém, se a fecundidade for afetada, essa constatagdo
influenciard fortemente as ilacdes extraiveis dos resultados obtidos. Na restante descri¢io deste método de
ensaio estabelecem-se orienta¢des sobre a interpretacdo dos dados e a aceitagdo de resultados experimentais.

10. No apéndice 1 definem-se alguns conceitos utilizados neste método.

PRINCIPIO DO ENSAIO

11. Expdem-se conjuntamente nas cubas de ensaio peixes machos e fémeas em estddio reprodutor. Tratando-se de
animais adultos reprodutores, é possivel distinguir claramente um sexo do outro, o que possibilita uma andlise
de cada parametro em fung¢do do sexo, e garante-se a sensibilidade dos animais a produtos quimicos exdgenos.
No final do ensaio, confirma-se o sexo por exame macroscopico das génadas, apds incisdo abdominal com
uma tesoura. O apéndice 2 recapitula as condigdes experimentais relevantes do bioensaio. Normalmente, inicia-
-se 0 ensaio com uma amostra de uma popula¢do de peixes capazes de procriar. Ndo se utilizam peixes
senescentes. O ponto que aborda adiante a selecdo dos peixes d4 indicacdes sobre a idade dos peixes e o estado
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reprodutivo destes. Realiza-se o ensaio com trés concentragdes de exposi¢do ao produto quimico em estudo,
uma cuba de controlo da dgua e, se necessirio, uma cuba de controlo do solvente. No caso do peixe-zebra,
utilizam-se duas cubas (replicados) por concentracdo de exposicdo (contendo cada cuba cinco machos e cinco
fémeas). No caso do vairdo-de-cabeca-grande, utilizam-se quatro cubas (replicados) por concentragio de
exposicdo (contendo cada cuba dois machos e quatro fémeas). Tem-se, assim, em conta 0 comportamento
territorial do vairdo-de-cabega-grande macho, garantindo concomitantemente suficiente representatividade
estatistica do ensaio. No caso do peixe-do-arroz-japonés, utilizam-se quatro cubas (replicados) por
concentragdo de exposicdo (contendo cada cuba trés machos e trés fémeas). A exposi¢do prolonga-se por 21
dias, procedendo-se a colheita das amostras dos peixes ao vigésimo primeiro dia. Determina-se a fecundidade
quantitativamente todos os dias.

12. Todos os peixes sdo eutanasiados no vigésimo primeiro dia. Medem-se os caracteres sexuais secunddrios no
vairdo-de-cabega-grande e no peixe-do-arroz-japonés (ver os apéndices 5A e 5B). No caso do peixe-zebra e do
vairdo-de-cabega-grande, colhem-se amostras de sangue para determinagdo da vitelogenina; no caso do peixe-
-zebra, podem colher-se, em alternativa, amostras da cabeca e da cauda, para determinacdo da vitelogenina no
correspondente homogeneizado (apéndice 6). No caso do peixe-do-arroz-japonés, colhem-se amostras do
figado para a andlise da vitelogenina (apéndice 6). As gbnadas sdo fixadas in situ ou apés dissecagdo, para
eventual exame histopatoldgico (22).

CRITERIOS DE ACEITACAO DO ENSAIO
13. Para que os resultados do ensaio possam considerar-se aceitdveis, tém de se cumprir as seguintes condigdes:
— mortalidade nas cubas de controlo (dgua ou solvente), no final da exposi¢do: ndo superior a 10 %;

— concentragdo de oxigénio dissolvido ao longo do periodo de exposigdo: igual ou superior a 60 % do valor
da saturagdo com ar (VSA);

— diferenca de temperatura da dgua entre as diversas cubas de ensaio: ndo superior a £ 1,5 °C em qualquer
momento do periodo de exposicdo, ndo se afastando a temperatura da dgua de cada cuba mais de 2 °C da
temperatura especificada para a espécie utilizada no ensaio (apéndice 2);

— existéncia de dados demonstrativos de que a concentracdo em solugio do produto quimico em estudo se
manteve satisfatoriamente num intervalo de * 20 % relativamente a média dos valores medidos;

— existéncia de elementos comprovativos de que os peixes estdo em desova em todos os replicados antes de
se iniciar a exposi¢do ao produto quimico em estudo, bem como nos replicados de controlo durante
0 ensaio.

DESCRICAO DO METODO
Material e aparelhagem
14. Equipamento normal de laboratério, designadamente o seguinte:
a. Medidores de oxigénio e de pH;
b. Equipamento para determinacio da alcalinidade e da dureza da dgua;
¢. Aparelhagem apropriada para controlo da temperatura, de preferéncia com monitorizagio continua;

d. Cubas de um material quimicamente inerte e de capacidade adequada a carga e a densidade de ocupagdo
recomendadas (ver o apéndice 2);

e. Substrato de desova para o vairdo-de-cabega-grande e o peixe-zebra (ver os pormenores necessarios no
apéndice 4);

f. Balanca de precisdo apropriada (isto é, com uma aproximagdo de +0,5 mg).
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Agua

15. Pode utilizar-se no ensaio qualquer dgua na qual a espécie em estudo apresente taxas adequadas de crescimento
e de sobrevivéncia a longo prazo. A qualidade da dgua deve manter-se constante durante o ensaio. O pH da
dgua deve situar-se entre 6,5 e 8,5, mas, durante um ensaio, ndo deve sofrer variagdes superiores a = 0,5
unidades de pH. Para assegurar que a dgua de dilui¢do ndo influencia indevidamente os resultados do ensaio
(por exemplo, por complexagdo do produto quimico em estudo), devem ser colhidas regularmente amostras
para andlise. Deve determinar-se o teor de metais pesados (Cu, Pb, Zn, Hg, Cd, Ni etc.), dos principais anides e
catides (Ca2*, Mg?*, Na*, K, CI, SO, etc.), de pesticidas (pesticidas organofosforados totais, pesticidas organo-
clorados totais etc.), de carbono organico total e de s6lidos em suspensdo. Se a qualidade da dgua de diluicdo se
mantiver relativamente constante, estas medi¢des podem realizar-se, por exemplo, de trés em trés meses. Caso
a qualidade da dgua se tenha comprovadamente mantido inalterada durante, pelo menos, um ano, estas
determinagdes podem ser menos frequentes (de seis em seis meses, por exemplo). No apéndice 3 apresentam-se
algumas caracteristicas quimicas de uma dgua de diluicdo aceitavel.

Solucdes utilizadas no ensaio

16. Preparam-se as solugdes a utilizar no ensaio por diluigdo de uma solugio de reserva até as concentracdes
escolhidas. Preferencialmente, prepara-se a solugdo de reserva por simples mistura ou agitagio do produto
quimico em estudo na dgua de diluigdo, utilizando meios mecanicos (agitagdo ou dispersdo ultrassonica, por
exemplo). Podem utilizar-se colunas de saturagdo (colunas de solubilidade) para obter solucdes de reserva de
concentragio adequada. Ndo se recomenda a utilizagdo de solventes, mas, se for necessirio um solvente, ha
que realizar em paralelo um ensaio deste, com a mesma concentragio de solvente que nas cubas de exposi¢do
ao produto quimico em estudo. No caso dos produtos quimicos dificeis de ensaiar, tecnicamente a melhor
solugdo poderd ser o recurso a um solvente, devendo consultar-se 0 documento de orienta¢des da OCDE sobre
ensaios de toxicidade em meio aqudtico de substincias e misturas dificeis (23). A escolha do solvente a utilizar
depende das propriedades quimicas da substancia ou mistura em causa. O documento de orienta¢des da OCDE
recomenda que ndo se ultrapasse a concentragdo de 100 pl/l, o que deve ser respeitado. Importa, porém, referir
que um estudo recente (24) veio acentuar as davidas acerca da utilizagdo de solventes em ensaios de atividade
enddcrina. Por conseguinte, recomenda-se que se minimize, tanto quanto tecnicamente possivel,
a concentragdo do solvente que eventualmente seja necessario utilizar (a qual depende das propriedades fisico-
-quimicas do produto quimico em estudo).

17. Os ensaios devem decorrer em fluxo continuo. Neste sistema, tendo em vista a manutengdo da série pretendida
de concentragdes nas cubas de ensaio, é fornecida e diluida continuamente (por exemplo: por meio de uma
bomba doseadora, de um diluidor proporcional ou de um sistema saturador) uma solucdo de reserva do
produto quimico em estudo. Os caudais da solugdo de reserva e da dgua de diluigdo devem ser verificados
regularmente durante o ensaio, de preferéncia diariamente, e ndo devem variar mais de 10 % ao longo do
ensaio. Ndo deve utilizar-se tubagem de pldstico de baixa qualidade ou outros materiais que possam conter
produtos quimicos biologicamente ativos. Ao selecionar o material para o sistema de fluxo continuo, hd que
ter em conta a possibilidade de adsor¢do do produto quimico em estudo ao material utilizado.

Aclimatagdo dos peixes

18. Selecionam-se os peixes a utilizar no ensaio a partir de uma populagio do laboratério (de preferéncia
proveniente do mesmo lote) que tenha sido mantida durante, pelo menos, as duas semanas anteriores ao ensaio
em condi¢des de qualidade da dgua e de iluminagio idénticas as que nele se utilizardo. E importante que a taxa
de carga e a densidade de ocupacdo (ver defini¢des no apéndice 1) se adequem a espécie utilizada no ensaio
(ver o apéndice 2).

19. Ap6s um periodo de aclimatacio de 48 horas, regista-se a mortalidade e aplicam-se os seguintes critérios:

— mortalidade superior a 10 % da popula¢do num periodo de sete dias: rejeicdo da totalidade do lote;

— mortalidade de 5 % a 10 % da populagdo: aclimatagio durante um periodo adicional de sete dias; caso se
verifique mortalidade superior a 5 % durante este segundo periodo de sete dias, rejeita-se a totalidade do
lote;

— mortalidade inferior a 5 % da populagdo num periodo de sete dias: aceitacdo do lote.

20. Durante o periodo de aclimatagdo, o periodo de pré-exposicio e o periodo de exposi¢do, ndo é ministrado aos
peixes nenhum tratamento contra doengas.
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Pré-exposicio e selecio dos peixes

21. Recomenda-se um periodo de pré-exposi¢do de uma a duas semanas, durante o qual os peixes sio mantidos
em cubas semelhantes as que se utilizardo no ensaio. Durante o periodo de aclimatagdo e na fase de exposicio,
os peixes devem ser alimentados ad libitum. Inicia-se a fase de exposi¢do utilizando peixes adultos com
dimorfismo sexual provenientes de uma populagio do laboratério de peixes sexualmente maduros (que
apresentem, por exemplo, caracteres sexuais secunddrios claramente visiveis, no caso do vairdo-de-cabega-
-grande e do peixe-do-arroz-japonés) e efetivamente em desova. Como orientagdo geral unicamente (que ndo se
deve seguir sem ser complementada pela observagdo do estado reprodutivo real do lote de peixes em causa), os
vairdes-de-cabega-grande devem ter cerca de 20 (¢ 2) semanas de idade, admitindo que foram mantidos a 25 +
2 °C durante todo o seu tempo de vida; os peixes-do-arroz-japoneses devem ter cerca de 16 (* 2) semanas de
idade, admitindo que foram mantidos a 25 £2 °C durante todo o seu tempo de vida; os peixes-zebra devem ter
cerca de 16 (+ 2) semanas de idade, admitindo que foram mantidos a 26 + 2 °C durante todo o seu tempo de
vida. Deve avaliar-se diariamente a produgdo de ovos durante a fase de pré-exposi¢do. Recomenda-se
a observacdo da desova em todas as cubas replicadas antes de passar a fase de exposicdo do ensaio. Nio é
ainda possivel fornecer orienta¢des quantitativas sobre a produgio didria de ovos desejavel, embora seja relati-
vamente comum observar desovas superiores a 10 ovos didrios por fémea. Com vista a uma distribui¢io
equilibrada dos replicados, recomenda-se que, na afetagdo destes aos diversos niveis de concentragdo ensaiados,
se opte por uma organizagdo em blocos e uma afetacdo aleatéria em cada bloco, em func¢ido da producio de
ovos.

PLANEAMENTO DO ENSAIO

22. Utilizam-se trés concentra¢des do produto quimico em estudo, uma cuba de controlo da dgua e, se necessdrio,
uma cuba de controlo do solvente. E necessdrio analisar os dados para determinar eventuais diferencas com
significAncia estatistica entre as reagdes verificadas nas cubas expostas ao produto quimico em estudo e na(s)
cuba(s) de controlo. Mais do que servirem para a avaliacdo dos riscos, essas andlises sdo tteis para determinar
se ¢ necessario pesquisar efeitos indesejados (ao nivel da sobrevivéncia, do desenvolvimento, do crescimento e
da reprodugio) do produto quimico em estudo através de ensaios mais longos (25).

23. No caso do peixe-zebra, recolhem-se amostras no 21.° dia do ensaio dos machos e fémeas expostos a cada
nivel de concentragdo (5 machos e 5 fémeas de cada duplicado) e da(s) cuba(s) de controlo, para determinagio
da vitelogenina. No caso do peixe-do-arroz-japonés, recolhem-se amostras no 21.° dia do ensaio dos machos e
fémeas expostos a cada nivel de concentracdo (3 machos e 3 fémeas de cada quadruplicado) e da(s) cuba(s) de
controlo, para determinacdo da vitelogenina e dos caracteres sexuais secunddrios. No caso do vairdo-de-cabega-
-grande, recolhem-se amostras no 21.° dia de exposi¢do dos machos e fémeas expostos a cada nivel de
concentragio (2 machos e 4 fémeas de cada quadruplicado) e da(s) cuba(s) de controlo, para determinagio da
vitelogenina e dos caracteres sexuais secundarios. £ necessario quantificar a fecundidade; além disso, fixam-se
os tecidos das génadas in situ ou ap6s dissecagdo, para eventual exame histopatoldgico.

Escolha das concentragdes a utilizar no ensaio

24. A concentragio mais elevada a utilizar neste ensaio é a mais baixa das seguintes concentra¢des: concentragio
maéxima tolerada (CMT), obtida num ensaio preliminar de determina¢do da gama de concentragdes a utilizar ou
a partir de outros dados de toxicidade; 10 mg/l; solubilidade maxima em dgua. Define-se a concentragio
maéxima tolerada como a concentragio mais elevada do produto quimico em estudo que, quando ensaiada, gera
menos de 10 % de mortalidade. Esta abordagem pressupde a existéncia de dados empiricos de toxicidade aguda
ou outros dados de toxicidade a partir dos quais se pode estimar a concentragio maxima tolerada. A estimativa
da concentragio maxima tolerada pode ser inexata e, normalmente, requer uma certa capacidade de apreciagdo
na matéria.

25. Utilizam-se no ensaio trés concentragdes do produto quimico em estudo, intervaladas por um fator constante
ndo superior a 10, uma cuba de controlo da dgua de dilui¢do e, se necessrio, uma cuba de controlo do
solvente. Recomenda-se que o fator que define o intervalo entre concentragdes se situe entre 3,2 e 10.
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PROTOCOLO DE ENSAIO
Selecio e pesagem dos peixes a utilizar no ensaio

26. E importante minimizar a variabilidade dos pesos dos peixes no inicio do ensaio. Indicam-se no apéndice 2 as
gamas de pesos recomendadas para as vdrias espécies neste ensaio. Se possivel, no inicio do ensaio, o peso de
cada peixe macho e de cada peixe fémea que constituem os peixes utilizados no ensaio ndo deve afastar-se
mais de 20 % da média aritmética dos pesos do sexo correspondente. A fim de estimar o peso médio,
recomenda-se a pesagem de uma subamostra do lote de peixes antes de iniciar o ensaio.

Condigdes de exposigio
Duragdo

27. O ensaio prolonga-se por 21 dias, ap6és um periodo de pré-exposi¢do. Recomenda-se que este Gltimo tenha
a duragio de uma a duas semanas.

Alimentagdo

28. Fornece-se aos peixes, ad libitum, uma alimentagdo adequada (apéndice 2), em quantidade e com frequéncia
suficientes para os manter em boas condigdes fisicas. Devem ser tomadas as precaucdes necessdrias para evitar
a proliferagio de microrganismos e a turva¢do da dgua. Como indicagdo geral, a racdo didria, em vez de ser
fornecida de uma s6 vez, pode ser dividida em duas ou trés doses iguais, a fornecer com, pelo menos, trés

horas de intervalo. E aceitdvel uma dose tnica maior, nomeadamente nos fins de semana. Ndo devem ser
fornecidos alimentos aos peixes nas doze horas que antecedem a colheita de amostras/a necropsia.

29. E necessario verificar se, nos alimentos fornecidos aos peixes, estdo presentes contaminantes, como pesticidas
organoclorados, hidrocarbonetos aromdticos policiclicos e bifenilos policlorados. Importa nido utilizar
alimentos com teor elevado de fitoestrogénios, que comprometeriam a rea¢o obtida no ensaio a um agonista
de estrogénios conhecido (por exemplo, o 17b-estradiol).

30. Removem-se os alimentos ndo ingeridos e as matérias fecais das cubas de ensaio pelo menos duas vezes por
semana: por exemplo limpando cuidadosamente o fundo de cada cuba com um sifdo.

Luz e temperatura

31. O fotoperiodo e a temperatura da dgua devem ser adequados a espécie utilizada no ensaio (ver o apéndice 2).

Frequéncia das medicdes e das determinagdes analiticas

32. Antes de iniciar o periodo de exposigdo, é necessario verificar se o sistema de distribuicio do produto quimico
estd a funcionar bem. Os métodos analiticos necessirios devem estar bem estabelecidos, incluindo um
conhecimento suficiente da estabilidade do produto quimico no sistema de ensaio. Durante o ensaio,
determinam-se a intervalos regulares as concentragdes do produto quimico em estudo, do seguinte modo: de
preferéncia diariamente, mas, pelo menos, duas vezes por semana, verificam-se os caudais do diluente e da
solucdo de reserva do produto quimico téxico, os quais ndo devem variar mais de 10 % ao longo do ensaio.
Recomenda-se a medicdo das concentracdes reais do produto quimico em estudo, em todas as cubas, no inicio
do ensaio e, em seguida, semanalmente.

33. Recomenda-se que os resultados se baseiem em concentracdes medidas. Todavia, se, durante todo o ensaio, as
concentragdes em solu¢io do produto quimico em estudo no se tiverem desviado, satisfatoriamente, mais de
20 % das concentra¢des nominais, os resultados podem basear-se nos valores nominais ou nos valores
medidos.
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34. As amostras podem precisar de ser centrifugadas ou filtradas (utilizando filtros com porosidade de 0,45 pm,
por exemplo). Se for necessdria uma destas operagdes, recomenda-se a centrifugacdo. No entanto, se o produto
quimico em estudo ndo se adsorver ao filtro, também ¢é aceitavel a filtracdo.

35. Durante o ensaio, medem-se, pelo menos semanalmente, o oxigénio dissolvido, a temperatura e o pH em cada
cuba. Pelo menos uma vez por semana, medem-se a alcalinidade e a dureza total na(s) cuba(s) de controlo e
numa das cubas com a concentragdo mais elevada. De preferéncia, monitoriza-se a temperatura continuamente
em, pelo menos, uma cuba de ensaio.

Exames

36. Avalia-se uma série de rea¢des genéricas (por exemplo a sobrevivéncia) e bioldgicas (por exemplo os niveis de
vitelogenina) no decurso ou no termo do ensaio. E necessirio determinar a fecundidade, quantitativamente,
todos os dias. Descreve-se a seguir o modo de medigdo e de avaliagio destes parimetros e a utilidade dos
mesmos.

Sobrevivéncia

37. Examinam-se diariamente os peixes ao longo do ensaio, registam-se os casos de mortalidade e retiram-se os
peixes mortos o mais rapidamente possivel. Os peixes mortos em qualquer das cubas (de exposicio ou de
controlo) ndo sdo substituidos. Determina-se o sexo dos peixes que morrerem durante o ensaio, por exame
macroscépico das génadas.

Comportamento e aspeto

38. Registam-se todos os comportamentos anormais (relativamente aos peixes de controlo), nomeadamente sinais
de toxicidade generalizada, como hiperventilagdo, natacdo descoordenada, perda de equilibrio e alimentagdo ou
inatividade atipicas. Registam-se igualmente as anomalias externas (tais como hemorragias e descoloracio).
Estes sinais de toxicidade devem ser cuidadosamente tidos em conta na interpretagdo dos dados, pois podem
indiciar concentra¢des as quais os biomarcadores de atividade end6crina ndo sdo fidveis. Estes exames compor-
tamentais também podem fornecer informagBes qualitativas dteis que permitam justificar futuramente
determinadas exigéncias nos ensaios com peixes. Por exemplo, em vairdes-de-cabeca-grande expostos
a androgénios, observou-se agressividade territorial em machos normais e masculinizagio de fémeas; em
peixes-zebra expostos a estrogénios ou a antiandrogénios, verificou-se redugdo ou perturbagio do compor-
tamento de acasalamento e de desova caracteristico apds a alvorada.

39. Dado que a manipulagio dos peixes pode modificar rapidamente determinadas caracteristicas do aspeto dos
mesmos (nomeadamente a cor), ¢ importante que os exames qualitativos tenham lugar antes de os animais
serem retirados do sistema de ensaio. A experiéncia recolhida até a data com vairdes-de-cabega-grande aponta
para que alguns produtos quimicos com atividade endécrina podem comegar por induzir alteragdes das
seguintes caracteristicas externas: cor do corpo (clara ou escura), padrdes de coloragdo (ocorréncia de listas
verticais) e forma do corpo (cabeca e regido peitoral). Por conseguinte, o aspeto fisico dos peixes deve ser
examinado ao longo do ensaio e no termo do estudo.

Fecundidade

40. Devem ser efetuados registos quantitativos didrios da desova por replicado, registando-se a produgdo didria de
ovos por fémea sobrevivente em cada replicado. Os ovos devem ser retirados diariamente das cubas de ensaio.
A fim de propiciar aos peixes condi¢des normais de desova, devem colocar-se substratos de desova nas cubas
de ensaio dos vairBes-de-cabeca-grande e dos peixes-zebra. Fornecem-se no apéndice 4 elementos pormeno-
rizados sobre os substratos de desova recomendados para os peixes-zebra (apéndice 4A) e os vairdes-de-cabega-
-grande (apéndice 4B). No caso dos peixes-do-arroz-japoneses ndo se considera necessirio um substrato de
desova.

Eutandsia dos peixes

41. No 21.° dia, ou seja, no final da exposi¢io, eutanasiam-se os peixes com quantidades adequadas de tricaina —
solugdo 100-500 mg/l de metanossulfonato de tricaina (metacaina, MS-222, CAS 886-86-2), tamponada com
solucdo 300 mg/l de NaHCO, (bicarbonato de sédio, CAS 144-55-8) —, para reduzir a irritagdo das mucosas.
Em seguida, colhem-se amostras de sangue ou de tecidos para determinacdo da vitelogenina, como se explica
no item correspondente.
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Exame de caracteres sexuais secunddrios

42. Alguns produtos quimicos com atividade endécrina podem induzir alteragdes em caracteres sexuais
secunddrios especializados (nimero de tubérculos nupciais no vairio-de-cabega-grande macho, processos
papilares no peixe-do-arroz-japonés macho). Alguns produtos quimicos com determinados modos de agdo
podem, nomeadamente, ser responsdveis pela ocorréncia anormal de caracteres sexuais secunddrios em animais
do sexo oposto. Por exemplo, agonistas dos recetores de androgénios, como a trembolona, a metiltestosterona
e a di-hidro-testosterona, podem provocar o aparecimento de tubérculos nupciais pronunciados na fémea do
vairdo-de-cabega-grande ou de processos papilares na fémea do peixe-do-arroz-japonés (11) (20) (21). Também
ha registo de que os agonistas dos recetores de estrogénios podem reduzir o niimero de tubérculos nupciais e
o volume da massa adiposa dorsal situada na base da cabega dos machos adultos de vairdo-de-cabeca-grande
(26) (27). Estes exames morfoldgicos macroscopicos podem fornecer informagdes qualitativas e quantitativas
uteis que permitam justificar futuramente determinadas exigéncias nos ensaios com peixes. O nimero e
a dimensdo dos tubérculos nupciais no vairdo-de-cabega-grande e dos processos papilares no peixe-do-arroz-
japonés podem ser imediatamente quantificados ou — o que é mais pritico — sélo em espécimes
conservados. Nos apéndices 5A e 5B recomendam-se procedimentos para a avaliacdo dos caracteres sexuais
secunddrios, respetivamente do vairdo-de-cabeca-grande e do peixe-do-arroz-japonés.

Vitelogenina (VTG)

43. Colhe-se uma amostra de sangue na artériafveia caudal com um microtubo capilar heparinizado para
determinagio do hematdcrito ou, em alternativa, por pungdo cardiaca com uma seringa. O volume de sangue
colhido depende do tamanho do peixe e geralmente situa-se entre 5 pl e 60 pl por espécime no caso do vairdo-
-de-cabega-grande e entre 5 pl e 15 pl por espécime no caso do peixe-do-arroz-japonés. Separa-se o plasma do
resto do sangue por centrifugacdo e armazena-se a — 80 °C com inibidores das proteases, até a determinagdo
analitica da vitelogenina. Em alternativa, como fonte de tecidos para determinagio da vitelogenina, pode
utilizar-se o figado, no caso do peixe-do-arroz-japonés, e homogeneizado da cabega e da cauda, no caso do
peixe-zebra (apéndice 6). A vitelogenina deve ser determinada por um método ELISA homélogo validado,
utilizando anticorpos homoélogos e um padrdo homologo de vitelogenina. Recomenda-se o recurso a um
método que permita detetar niveis de vitelogenina da ordem de alguns nanogramas por mililitro de plasma (ou
nanogramas por miligrama de tecido), correspondentes ao nivel de fundo dos peixes machos ndo-expostos.

44. O controlo de qualidade da andlise da vitelogenina assenta na utilizacdo de padrdes, brancos e, pelo menos,
duplicados. E necessario realizar um ensaio do efeito da matriz (efeito da dilui¢do da amostra) em cada método
ELISA, a fim de determinar o fator de dilui¢do minimo das amostras. Cada placa utilizada num método ELISA
para determinacdo da vitelogenina deve incluir as seguintes amostras de controlo da qualidade: pelo menos 6
padrdes de calibragdo que cubram o intervalo das concentragdes previstas de vitelogenina e, pelo menos, um
branco de ligagdes inespecificas (analisado em duplicado). A absorvéncia destes brancos deve ser inferior a 5 %
da absorvéncia méxima dos padrdes de calibracio. Analisam-se, pelo menos, duas aliquotas (alvéolos
duplicados) de cada dilui¢do da amostra. Reanalisam-se os alvéolos duplicados cujos resultados difiram mais de
20 %.

45. O coeficiente de correlagio (R?) das curvas de calibragdo deve ser superior a 0,99. Todavia, uma correlacio
elevada ndo é, por si s6, garantia suficiente de capacidade de previsio adequada da concentracio em toda
a gama de concentracdes. Além da correlagdo suficientemente elevada da curva de calibragdo, é necessdrio que
a concentragio de cada padrio, calculada a partir da curva de calibragdo, se situe entre 70 % e¢ 120 % da
concentragdio nominal correspondente. Se as concentragdes nominais evidenciarem uma tendéncia de
afastamento da reta de regressdo de calibracdo (por exemplo a baixas concentragdes), pode ser necessario
dividir a curva de calibragdo numa gama alta e numa gama baixa ou recorrer a um modelo ndo linear que se
ajuste adequadamente aos dados de absorvéncia. Se a curva for dividida, é necessdrio que, em ambos os
segmentos de reta, R2 > 0,99.

46. Define-se «imite de dete¢do» como a concentragio do padrdo analitico de concentracdo mais baixa e «imite de
quantificagdo» como a concentrac¢do do padrio analitico de concentragio mais baixa, multiplicada pelo fator de
dilui¢do mais baixo.

47. Em cada dia em que se realizem determinagdes da vitelogenina, analisa-se uma amostra enriquecida com um
padrio de referéncia interno (apéndice 7). Juntamente com os resultados de cada série de ensaios realizados no
dia, indica-se no relatério a relagdo entre a concentragdo esperada e a concentra¢do medida.
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Exame histopatoldgico das génadas

48. As autoridades reguladoras podem exigir um exame histopatoldgico das génadas para estudo do érgdo-alvo do
eixo hipotdlamo-hipéfise-génadas apds a exposicdo ao produto quimico. Para isso, procede-se a fixacdo das
gbnadas in situ ou apés dissecagdo. Se for exigido exame histopatoldgico, pesquisar-se-do reagdes enddcrinas
especificas nas génadas aquando da avaliacio da atividade endécrina do produto quimico em estudo. As
reagdes de diagndstico compreendem, essencialmente, a presenca de ovécitos testiculares, hiperplasia das
células de Leydig, diminuicdo da formagdo de vitelo, aumento das espermatogénias e hiperplasia perifolicular.
Outras lesdes das gonadas, como atresia dos ovécitos, degenerescéncia testicular e alteragdes de estddios,
podem ter causas diversas. O documento de orientagdes sobre histopatologia das génadas em peixes descreve
os procedimentos a seguir na dissecagdo, na fixacdo, no corte e no exame histopatologico das gonadas (22).

DADOS E RELATORIOS
Avaliagdo das reacdes dos biomarcadores por andlise da varidncia (ANOVA)

49. A fim de identificar atividade potencial do produto quimico em estudo, comparam-se as reagdes obtidas para
0s grupos expostos e para os grupos de controlo por meio de uma andlise de varidncia (ANOVA). Caso se
utilize uma cuba de controlo do solvente, é necessirio efetuar, para cada pardmetro, um teste estatistico
adequado de comparacgido entre a cuba de controlo da dgua de dilui¢do e a cuba de controlo do solvente.
A referéncia (28) [OCDE (2006c)] fornece orientacdes sobre o tratamento de andlise estatistica a dar aos dados
relativos a cuba de controlo da dgua de diluicdo e a cuba de controlo do solvente. Os dados relativos as reacdes
bioldgicas analisam-se e apresentam-se no relatério, separadamente, por sexo. Se as exigéncias dos métodos
paramétricos ndo forem satisfeitas — distribui¢do ndo-normal (teste de Shapiro-Wilk, por exemplo) ou
varidncia heterogénea (teste de Bartlett ou teste de Levene) —, deve equacionar-se a possibilidade de proceder
a uma transformagio dos dados, para homogeneizar as varidncias antes da andlise de varidncia, ou de optar
por uma andlise de varidncia ponderada. Se a relacdo entre a dose fornecida e a reagdo obtida nio for
mondtona, pode aplicar-se o teste (paramétrico) de Dunnett a multiplas compara¢des par a par ou recorrer-se
ao teste (ndo-paramétrico) de Mann-Whitney com ajustamento de Bonferroni. Se a relagdo entre a dose
fornecida e a reagdo obtida for aproximadamente mondtona, pode recorrer-se a outros testes estatisticos: por
exemplo o teste de Jonckheere-Terpstra ou o teste de Williams. O fluxograma do apéndice 8 visa facilitar
a escolha do teste estatistico mais adequado. O documento da OCDE sobre as abordagens atuais na andlise
estatistica de dados de ecotoxicidade (28) contém informagdes complementares.

Relatério dos resultados do ensaio
50. Dados do estudo a fornecer:
Instalagdes nas quais se realizaram os ensaios:
— pessoal responsavel e responsabilidades de cada um no estudo;

— competéncia técnica do laboratério, previamente demonstrada para uma gama de produtos quimicos
representativos.

Produto quimico em estudo

— caracteriza¢do do produto quimico;

— estado fisico e propriedades fisico-quimicas relevantes;

— método e frequéncia de preparagio das concentragdes utilizadas no ensaio;
— informacdes sobre estabilidade e biodegradabilidade.

Solvente

— caracteriza¢do do solvente (natureza, concentracio utilizada);

— justificacdo da escolha do solvente (se ndo for dgua).
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Animais utilizados no ensaio

— espécie e estirpe;

— fornecedor e instalagdes especificas do fornecedor;

— idade dos peixes no inicio do ensaio e estado reprodutivo ou estado de desova dos peixes;
— elementos relativos ao processo de aclimatacdo dos peixes;

— peso corporal dos peixes no inicio da exposi¢do (determinado a partir de uma subamostra do lote de
peixes).

Condigdes de realizagdo do ensaio
— protocolo de ensaio utilizado (tipo de ensaio, taxa de carga, densidade de ocupagio etc.);
— método de preparacdo das solugdes de reserva e caudal;

— concentracdes de ensaio nominais, concentragdes das solu¢des utilizadas no ensaio (medidas semanalmente)
e métodos analiticos para esse efeito, médias dos valores medidos nas cubas de ensaio e desvios-padrio
correspondentes e elementos comprovativos de que as medi¢des dizem respeito as concentragdes reais do
produto quimico em solugdo;

— caracteristicas da dgua de diluicio (pH, dureza, alcalinidade, temperatura, concentracio de oxigénio
dissolvido, niveis de cloro residuais, carbono orgénico total, sélidos em suspensdo e outras medigdes
efetuadas);

— qualidade da dgua nas cubas de ensaio: pH, dureza, temperatura e concentragio de oxigénio dissolvido;

— informagdes pormenorizadas sobre a alimentacio dos peixes — por exemplo, tipo(s) e proveniéncia do
alimento, quantidade e frequéncia do fornecimento de alimento e resultados das andlises de contaminantes
relevantes (por exemplo, bifenilos policlorados, hidrocarbonetos aromadticos policiclicos e pesticidas organo-
clorados), se disponiveis.

Resultados

— elementos comprovativos de que as cubas de controlo respeitaram os critérios de aceitagio do ensaio;
— dados relativos a mortalidade ocorrida para cada concentragdo ensaiada e nas cubas de controlo;

— técnicas de andlise estatistica utilizadas, tratamento dos dados e justificagdo das técnicas;

— dados relativos ao exame bioldgico da morfologia macroscépica (incluindo caracteres sexuais secunddrios),
a produgdo de ovos e a vitelogenina;

— resultados das anélises dos dados, de preferéncia reunidos em quadros e sob a forma de graficos;

— incidéncia de reagdes inabituais manifestadas pelos peixes e de efeitos visiveis do produto quimico em
estudo.

ORIENTACOES PARA INTERPRETACAO E ACEITACAO DOS RESULTADOS DO ENSAIO

51. Nesta seccdo reflete-se sobre a interpretacio dos resultados obtidos no ensaio, em relacio aos diversos
pardmetros medidos. Se o produto quimico em estudo parecer ter efeitos toxicos manifestos ou influenciar
o estado geral dos animais ensaiados, os resultados obtidos devem ser interpretados com precaugio.

52. Ao escolher a gama de concentragdes a utilizar num ensaio, ndo deve exceder-se a concentragio mdxima
tolerada, a fim de possibilitar uma interpretagdo dos dados que tenha significado. Importa que, pelo menos,
uma das concentragdes de exposi¢do ndo gere sinais de efeitos toxicos. Os sintomas de doencas e os sinais de
efeitos toxicos devem ser cuidadosamente avaliados e descritos no relatério. Por exemplo, a produgio de
vitelogenina nas fémeas também pode ser influenciada por toxicidade generalizada e por modos de agdo toxica
ndo-endderinos, caso da hepatotoxicidade. Porém, a interpretagdo dos efeitos pode ser facilitada por outros
niveis de exposi¢do, cujos efeitos ndo sejam perturbados por toxicidade sistémica.
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53. Hé vérios aspetos a ponderar na aceitagdo dos resultados de um ensaio. Como orientacio, os niveis de
vitelogenina de machos e fémeas nos grupos de controlo devem diferir entre si, pelo menos, de trés ordens de
grandeza, no caso do vairdo-de-cabeca-grande e do peixe-zebra, e cerca de uma ordem de grandeza, no caso do
peixe-do-arroz-japonés. Os relatérios de validacio (1) (2) (3) (4) apresentam exemplos de valores determinados
em grupos de controlo e grupos expostos. Se os machos de controlo apresentarem valores de vitelogenina
elevados, podem ficar comprometidas a sensibilidade do ensaio e a capacidade de detegdo de agonistas fracos
de estrogénios. Se as fémeas de controlo apresentarem valores de vitelogenina baixos, podem ficar compro-
metidas a sensibilidade do ensaio e a capacidade de detegdo de inibidores da aromatase e de antagonistas de
estrogénios. Estas orientagdes baseiam-se nos estudos de validacio.

54. A quantificagdo da produgdo de ovos estd sujeita a importantes variagdes (o coeficiente de variagdo pode ser de
20 % a 60 %), que diminuem a capacidade do ensaio de detetar redugdes significativas da produgio de ovos
abaixo dos 70 %, a medida que o coeficiente de variagdo vai aumentando e se aproxima de 50 %. Se
o coeficiente de variacio for baixo (20-30 %), o ensaio terd representatividade estatistica aceitdvel (80 %) para
detetar decréscimos de 40-50 % na produgdo de ovos. A inclusdo planeada de quatro replicados, por nivel de
exposi¢do, no ensaio do vairdo-de-cabeca-grande confere maior representatividade estatistica ao pardmetro
«fecundidade» comparativamente a um ensaio baseado em apenas dois replicados.

55. Se o laboratério nunca tiver realizado este ensaio ou se tiverem sido efetuadas alteracdes substanciais (mudanga
do fornecedor ou da estirpe dos peixes, por exemplo), é aconselhdvel realizar um estudo de competéncia
técnica. Nesse caso, recomenda-se que o estudo abranja produtos quimicos que cubram diversos modos de
agdo ou efeitos em vdrios dos pardmetros avaliados no ensaio. Na prética, incentiva-se cada laboratério
a constituir um registo de dados histéricos de controlo de machos e fémeas e a realizar um ensaio de controlo
positivo de um produto quimico com atividade estrogénica (por exemplo: 17f-estradiol a 100 ng/l ou um
agonista fraco conhecido) que aumente o nivel de vitelogenina nos peixes machos, um ensaio de controlo
positivo de um produto quimico inibidor da aromatase (por exemplo: fadrozole ou procloraz a 300 pg/l) que
diminua a vitelogenina nos peixes fémeas e um ensaio de controlo positivo de um produto quimico com
atividade androgénica (por exemplo: 17f-trembolona a 5 pgfl) que induza caracteres sexuais secundarios em
fémeas do vairdo-de-cabeca-grande e do peixe-do-arroz-japonés. Para ajuizar da competéncia do laboratério,
comparam-se os dados assim obtidos com os dados provenientes dos estudos de validagdo (1) (2) (3).

56. Em geral, na auséncia de sinais de toxicidade generalizada, considera-se positivo um resultado obtido em
medi¢des de vitelogenina caso se verifique um aumento, com significancia estatistica, da vitelogenina nos
machos (p<0,05) ou uma diminui¢do, com significancia estatistica, da vitelogenina nas fémeas (p<0,05), pelo
menos para a maior dose ensaiada, comparativamente ao grupo de controlo. Corrobora ainda um resultado
positivo a demonstragdo de uma relacdo biologicamente plausivel entre a dose e a curva de resposta as doses.
Como ja se referiu, a diminuicdo do nivel de vitelogenina pode nio ser de origem totalmente enddcrina.
Porém, um resultado positivo deve, geralmente, ser interpretado como prova de atividade enddcrina in vivo e,
normalmente, deve dar lugar a uma pesquisa mais aprofundada.

57. As autoridades reguladoras podem exigir um exame histopatoldgico das génadas para determinar a aptiddo
reprodutiva dos animais ensaiados e avaliar os resultados do ensaio com base no principio da ponderagio da
suficiéncia da prova. Pode ndo ser necessdrio um exame histopatoldgico das génadas se o resultado for positivo
para o pardmetro vitelogenina ou o pardmetro caracteres sexuais secunddrios (isto é, aumento ou diminuigdo
da vitelogenina ou indugdo de caracteres sexuais secunddrios).

REFERENCIAS

1) OCDE (2006a). Report of the Initial Work Towards the Validation of the 21-Day Fish Screening Assay for the
Detection of Endocrine active Substances (Phase 1A). OECD Environmental Health and Safety Publications.
Series on Testing and Assessment, No. 60. Paris.

2) OCDE (2006b). Report of the Initial Work Towards the Validation of the 21-Day Fish Screening Assay for the
Detection of Endocrine active Substances (Phase 1B). OECD Environmental Health and Safety Publications.
Series on Testing and Assessment, No. 61. Paris.

3) OCDE (2007). Final report of the Validation of the 21-day Fish Screening Assay for the Detection of Endocrine
Active Substances. Phase 2: Testing Negative Substances. OECD Environmental Health and Safety Publications.
Series on Testing and Assessment, No. 78. Paris.



L 112/324 Jornal Oficial da Unido Europeia 28.4.2017

4) Owens, ].W. (2007). Phase 3 report of the validation of the OECD Fish Screening Assay. CEFIC LRI Project,
Endocrine (http://www.cefic-Iri.org/index.php?page=projects — acesso em 18/9/2008).

5) US EPA (2007). Validation of the Fish Short-Term Reproduction Assay: Integrated Summary Report. 15 de
dezembro de 2007. US Environmental Protection Agency, Duluth, Minnesota (104 pp.).

6) OCDE (2008). Report of the Validation Peer Review for the 21-Day Fish Endocrine Screening Assay and
Agreement of the Working Group of the National Coordinators of the Test Guidelines Programme on the
Follow-up of this Report. OECD Environmental Health and Safety Publications. Series on Testing and
Assessment, No. 94. Paris.

7) Sumpter, J.P., Jobling, S. (1995). Vitellogenesis as a biomarker for estrogenic contamination of the aquatic
environment. Environmental Health Perspectives, 103, Suppl. 7:173-8, review.

8) Pawlowski, S., et al. (2004). Androgenic and estrogenic effects of the synthetic androgen 17alpha-methyltestos-
terone on sexual development and reproductive performance in the fathead minnow (Pimephales promelas)
determined using the gonadal recrudescence assay. Aquatic Toxicology, 68(3):277-91.

9) Andersen, L., et al. (2006). Short-term exposure to low concentrations of the synthetic androgen methyltestos-
terone affects vitellogenin and steroid levels in adult male zebrafish (Danio rerio). Aquatic Toxicology, 76(3-
-4):343-52.

10) Ankley, G.T,, et al. (2002). Evaluation of the aromatase inhibitor fadrozole in a short-term reproduction assay
with the fathead minnow (Pimephales promelas). Toxicological Sciences, 67(1):121-30.

11) Panter, G.H., et al. (2004). Successful detection of (anti-)androgenic and aromatase inhibitors in pre-spawning
adult fathead minnows (Pimephales promelas) using easily measured endpoints of sexual development. Aquatic
Toxicology, 70(1):11-21.

12) Parks, L.G., et al. (1999). Fathead minnow (Pimephales promelas) vitellogenin: purification, characterization and
quantitative immunoassay for the detection of estrogenic compounds. Comparative Biochemistry and Physiology,
Part C — Pharmacology, toxicology and endocrinology, 123(2):113-25.

13) Panter, G.H., et al. (1999). Application of an ELISA to quantify vitellogenin concentrations in fathead minnows
(Pimephales promelas) exposed to endocrine disrupting chemicals. CEFIC-EMSG research report reference
AQOO01. CEFIC, Bruxelas, Bélgica.

14) Fenske, M., et al. (2001). Development and validation of a homologous zebrafish (Danio rerio Hamilton-
-Buchanan) vitellogenin enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and its application for studies on
estrogenic chemicals. Comp. Biochem. Phys., C, 129 (3): 217-232.

15) Holbech, H., et al. (2001). Development of an ELISA for vitellogenin in whole body homogenate of zebrafish
(Danio rerio). Comparative Biochemistry and Physiology, Part C — Pharmacology, toxicology and endocrinology,
130:119-131.

16) Rose, J., et al. (2002). Vitellogenin induction by 17b-estradiol and 17a-ethinylestradiol in male zebrafish (Danio
rerio). Comp. Biochem. Physiol., C, 131:531-539.

17) Brion, F., et al. (2002). Development and validation of an enzyme-linked immunosorbent assay to measure
vitellogenin in the zebrafish (Danio rerio). Environmental Toxicology and Chemistry, vol. 21:1699-1708.

18) Yokota, H., et al. (2001). Development of an ELISA for determination of the hepatic vitellogenin in Medaka
(Oryzias latipes). Jpn. J. Environ. Toxicol., 4:87-98.

19) Tatarazako, N., et al. (2004). Validation of an enzyme-linked immunosorbent assay method for vitellogenin in
the Medaka. Journal of Health Science, 50:301-308.

20) Ankley, G.T,, et al. (2003). Effects of the androgenic growth promoter 17-beta-trenbolone on fecundity and
reproductive endocrinology of the fathead minnow. Environmental Toxicology and Chemistry, 22(6):1350-60.


http://www.cefic-lri.org/index.php?page=projects

28.4.2017 Jornal Oficial da Unido Europeia L 112/325

21) Seki, M., et al. (2004). Fish full life-cycle testing for androgen methyltestosterone on medaka (Oryzias latipes).
Environmental Toxicology and Chemistry, 23(3):774-81.

22) OCDE (2010). Guidance Document on Fish Gonadal Histopathology. OECD Environmental Health and Safety
Publications. Series on Testing and Assessment, No. 123. Paris.

23) OCDE (2000). Guidance Document on Aquatic Toxicity Testing of Difficult Substances and Mixtures. Environ-
mental Health and Safety Publications. Series on Testing and Assessment, No. 23. Paris.

24) Hutchinson, T.H,, et al. (2006a). Acute and chronic effects of carrier solvents in aquatic organisms: A critical
review. Review. Aquatic Toxicology, 76; pp. 69-92.

25) Hutchinson, TH., et al. (2006b). Screening and testing for endocrine disruption in fish-biomarkers as
«signposts,» not «traffic lights» in risk assessment. Environmental Health Perspectives, 114, Suppl. 1:106-14.

26) Miles-Richardson, S.R., et al. (1999). Effects of waterborne exposure to 17b-estradiol on secondary sex characte-
ristics and gonads of the fathead minnow (Pimephales promelas). Aquat. Toxicol., 47, 129-145.

27) Martinovic, D., et al. (2008). Characterization of reproductive toxicity of vinclozolin in the fathead minnow and
co-treatment with an androgen to confirm an anti-androgenic mode of action. Environ. Toxicol. Chem., 27, 478-
-488.

28) OCDE (2006c). Current Approaches in the Statistical Analysis of Ecotoxicity Data: A Guidance to Application.
OECD Environmental Health and Safety Publications. Series on Testing and Assessment, No. 54. OCDE, Paris.

29) US EPA (2008). Peer-Review Results for the Fish Short-Term Reproduction Assay (30 de janeiro de 2008). US
Environmental Protection Agency, Washington DC (110 pp.).

30) OCDE (2012). OECD Conceptual Framework for Testing and Assessment of Endocrine Disrupters. OECD
Environmental Health and Safety Publications. Series on Testing and Assessment, No. 150. OCDE, Paris.



L 112/326 Jornal Oficial da Unido Europeia 28.4.2017

Apéndice 1

ABREVIATURAS E DEFINICOES

Produto quimico: Substincia ou mistura.

CV: Coeficiente de variacdo.

ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay): Ensaio de imunossorcio com ligagdo enzimadtica.

Eixo HHG: Eixo hipotdlamo-hipéfise-génadas.

Taxa de carga: Peso himido de peixe por volume de dgua.

CMT: Concentracdo médxima tolerada; representa cerca de 10 % da CL;,,

Densidade de ocupacgdo: Nimero de peixes por volume de dgua.

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

VTG (vitelogenina): Fosfolipoglicoproteina precursora das proteinas do vitelo, que normalmente ocorre nas
fémeas sexualmente ativas de todas as espécies oviparas.
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Apéndice 2

CONDICOES EXPERIMENTAIS DO ENSAIO DE DESPISTAGEM DE ATIVIDADE ENDOCRINA EM

PEIXES

1. Espécies recomendadas

Vairdo-de-cabeca-grande
(Pimephales promelas)

Peixe-do-arroz-japonés
(Oryzias latipes)

Peixe-zebra
(Danio rerio)

2. Tipo de ensaio

Fluxo continuo

Fluxo continuo

Fluxo continuo

3. Temperatura da dgua

25+ 2°C

25+2C

26 + 2 °C

4. Tluminagio

Lampadas fluorescentes (espe-
tro largo)

Lampadas fluorescentes (espe-
tro largo)

Lampadas fluorescentes (espetro
largo)

5. Intensidade luminosa

10-20 pE/m?[s, 540-1 000 lux
ou 50-100 ft-c (niveis ambien-
tes no laboratdrio)

10-20 pE/m?[s, 540-1 000 lux
ou 50-100 ft-c (niveis ambien-
tes no laboratorio)

10-20 pE/m?[s, 540-1 000 lux
ou 50-100 ft-c (niveis ambien-
tes no laboratdrio)

6. Fotoperiodo (as transi¢des al-
vorada e crepisculo nio sdo
consideradas necessdrias e
sdo facultativas)

16 horas de luz, seguidas de 8
horas de escuridio

12-16 horas de luz, seguidas
de 12-8 horas de escuriddo

12-16 horas de luz, seguidas de
12-8 horas de escuriddo

7. Taxa de carga

<5 g por litro

<5 g por litro

<5 g por litro

8. Volume de cada cuba

10 1 (minimo)

2 | (minimo)

5 1 (minimo)

9. Volume de solugdo em cada
cuba

8 | (minimo)

1,5 I (minimo)

4 1 (minimo)

10. Substitui¢do total do vo-
lume de solu¢io em cada
cuba

Minimo: 6 didrias

Minimo: 5 didrias

Minimo: 5 didrias

11. Idade dos organismos utili-
zados no ensaio

Ver o ponto 21.

Ver o ponto 21.

Ver o ponto 21.

12. Peso humido aproximado
de um peixe adulto (g)

Fémeas: 1,5 = 20 %
Machos: 2,5 = 20 %

Fémeas: 0,35
Machos: 0,35

20 %
20 %

+
+

Fémeas: 0,65 + 20 %
Machos: 0,4 £ 20 %

13. Nuamero de peixes por cuba

6 (2 machos e 4 fémeas)

6 (3 machos e 3 fémeas)

10 (5 machos e 5 fémeas)

14. Namero de concentragdes

de exposi¢do

3 (mais as cubas de controlo
adequadas)

3 (mais as cubas de controlo
adequadas)

3 (mais as cubas de controlo
adequadas)

15. Namero de cubas por con-
centragdo de exposicio

Minimo 4

Minimo 4

Minimo 2

16. Namero de peixes por con-
centracdo ensaiada

16 fémeas adultas e 8 machos
adultos (4 fémeas e 2 machos
em cada cuba replicada)

12 fémeas adultas e 12 ma-
chos adultos (3 fémeas e 3 ma-
chos em cada cuba replicada)

10 fémeas adultas e 10 machos
adultos (5 fémeas e 5 machos
em cada cuba replicada)
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17.

Alimentac¢ido

Artémias adultas ou nduplios
de artémias, vivos ou congela-
dos, duas ou trés vezes por dia
(ad libitum), alimento para pei-
xes disponivel no comércio ou
uma combinacio dos dois

Nauplios de artémias duas ou
trés vezes por dia (ad libitum),
alimento para peixes disponi-
vel no comércio ou uma com-
binacio dos dois

Néuplios de artémias duas ou
trés vezes por dia (ad libitum),
alimento para peixes disponivel
no comércio ou uma combina-
¢do dos dois

18.

Arejamento

Nenhum, salvo se a concentra-
¢do de oxigénio dissolvido des-
cer abaixo de 60 % do valor da
saturacdo com ar

Nenhum, salvo se a concentra-
¢do de oxigénio dissolvido des-
cer abaixo de 60 % do valor da
saturacdo com ar

Nenhum, salvo se a concentra-
¢do de oxigénio dissolvido des-
cer abaixo de 60 % do valor da
saturacdo com ar

19.

Agua de diluicio

Agua de superficie, de poco ou
reconstituida, ou dgua da tor-
neira desclorada, limpa

Agua de superficie, de poco ou
reconstituida, ou dgua da tor-
neira desclorada, limpa

Agua de superficie, de pogo ou
reconstituida, ou 4dgua da tor-
neira desclorada, limpa

20. Periodo de pré-exposicdo 7-14 dias (recomendado) 7-14 dias (recomendado) 7-14 dias (recomendado)
21. Duragdo da exposicio ao | 21 dias 21 dias 21 dias
produto quimico
22. Parametros bioldgicos — sobrevivéncia — sobrevivéncia — sobrevivéncia
— comportamento — comportamento — comportamento
— fecundidade — fecundidade — fecundidade
— caracteres sexuais secundd- | — caracteres sexuais secundd- | — vitelogenina
rios rios — histopatologia das génadas
— vitelogenina — vitelogenina (facultativo)
— histopatologia das génadas | — histopatologia das génadas
(facultativo) (facultativo)

23.

Aceitabilidade do ensaio

concentragio de oxigénio dis-
solvido > 60 % do valor de sa-
turacdo; temperatura média de
25 £ 2 °C; 90 % de peixes so-
breviventes nas cubas de con-
trolo; concentracdes medidas
no ensaio situadas num inter-
valo de £ 20 % relativamente a
média dos valores medidos,
para cada nivel de exposicio.

concentragdo de oxigénio dis-
solvido > 60 % do valor de sa-
turagio; temperatura média de
25 £ 2 °C; 90 % de peixes so-
breviventes nas cubas de con-
trolo; concentracdes medidas
no ensaio situadas num inter-
valo de £ 20 % relativamente a
média dos valores medidos,
para cada nivel de exposigio.

concentracdo de oxigénio dissol-
vido > 60 % do valor de satura-
¢do; temperatura média de 26 *
2 °C; 90 % de peixes sobrevi-
ventes nas cubas de controlo;
concentra¢des medidas no en-
saio situadas num intervalo de
+ 20 % relativamente a3 média
dos valores medidos, para cada
nivel de exposicio.
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Apéndice 3

ALGUMAS CARACTERISTICAS QUIMICAS DE UMA AGUA DE DILUICAO ACEITAVEL

COMPONENTE CONCENTRACAO
Particulas <20 mg/l
Carbono organico total < 2 mgl
Amoniaco ndo-ionizado <1 pgfl
Cloro residual <10 pg/l
Pesticidas organofosforados totais <50 ng/l
Soma dos pesticidas organoclorados e dos bifenilos poli- <50 ng/l

clorados, totais

Cloro organico total

<25 ngfl
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Apéndice 4A

SUBSTRATO DE DESOVA PARA PEIXES-ZEBRA

Placa de desova: Tabuleiro de instrumentos totalmente em vidro — por exemplo com 22 ¢cm de comprimento,
15 cm de largura e 5,5 cm de profundidade —, coberto com uma grelha amovivel de arame de ago inoxidavel
(malha de 2 mm de largura). A base desta grelha de cobertura estd a um nivel inferior ao rebordo do tabuleiro.
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Fixa-se um substrato de desova a grelha, de modo a formar uma estrutura na qual os peixes possam penetrar. S3o
adequadas, por exemplo, plantas de aqudrio artificiais de pldstico verde (nota: deve avaliar-se a possibilidade de
adsorcdo do produto quimico em estudo ao plastico). Mergulham-se previamente os elementos de plastico num
volume de dgua tépida suficiente, durante tempo suficiente para que deles ndo passem produtos quimicos para
a 4gua utilizada nos ensaios. Caso se utilizem objetos de vidro, os peixes ndo devem poder ferir-se neles nem ser
por eles tolhidos nos seus movimentos vigorosos.

A distancia entre a base desta placa e as paredes do tabuleiro de vidro ndo deve ser inferior a 3 c¢m, para que
a desova ndo possa ocorrer fora dela. Os ovos postos sobre a placa atravessam a grelha e podem ser colhidos 45
a 60 minutos apds o inicio da iluminagdo. Os ovos sdo transparentes e ndo-aderentes, podendo ser contados com
facilidade utilizando luz lateral. Quando cada cuba alberga cinco fémeas, pode considerar-se baixo um ndmero
didrio de ovos até 20, médio entre 20 e 100 e alto se superior a 100. O mais tarde possivel a noite ou de manha
muito cedo, retira-se a placa de desova, colhem-se os ovos e recoloca-se a placa na cuba de ensaio. A recolocacio
da placa na cuba nio deve tardar mais de uma hora; caso contrério, o ressurgimento do substrato de desova pode
induzir acasalamentos e desova fora de tempo. Se for inevitdvel recolocar a placa de desova mais tarde do que
passada uma hora, a recolocacdo deve ocorrer pelo menos nove horas apds o inicio da iluminagio. A essa hora
tardia do dia ja ndo haverd indugdo de desova.
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Apéndice 4B

SUBSTRATO DE DESOVA PARA VAIROES-DE-CABECA-GRANDE

Colocam-se em cada cuba de ensaio duas ou trés combinagdes de placa e cobertura de desova de pldstico, cerdmica,
vidro ou aco inoxidavel (por exemplo, uma sec¢do de caleira cinzenta com 80 mm de comprimento pousada numa
placa de 130 mm de comprimento com rebordos — ver a fotografia). Verificou-se que coberturas de PVC ou
ceramicas adequadamente tratadas podem servir de substrato de desova (Thorpe et al., 2007).

Recomenda-se que as coberturas sejam raspadas, para melhorar a aderéncia. A placa também deve ter uma protecio
que impeca os peixes de alcancarem os ovos que caiam, a menos que se tenha demonstrado que os ovos aderem
eficazmente ao substrato de desova utilizado.

A base destina-se a receber os ovos que, por ndo aderirem a superficie da cobertura, cairdo no fundo da cuba (ou os
ovos diretamente depositados na base plana de pldstico do conjunto). Antes da utilizagdo, mergulham-se os
substratos de desova em dgua de dilui¢do durante, pelo menos, 12 horas.

Thorpe, K.L., Benstead, R., Hutchinson, TH., Tyler, CR. (2007). An optimised experimental test procedure for
measuring chemical effects on reproduction in the fathead minnow, Pimephales promelas. Aquatic Toxicology, 81, 90—
98.
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Apéndice 5A

AVALIACAO DE CARACTERES SEXUAIS SECUNDARIQS NO VAIRAO-DE-CABE(;A-QRANDE PARA
DETECAO DE DETERMINADOS PRODUTOS QUIMICOS COM ATIVIDADE ENDOCRINA

Resumo

No vairdo-de-cabega-grande adulto, entre as caracteristicas fisicas que podem ter importincia nos ensaios de
desreguladores do sistema enddcrino contam-se as seguintes: cor do corpo (clara ou escura), padrdes de coloracio
(ocorréncia ou auséncia de listas verticais), forma do corpo (forma da cabeca e da regido peitoral, distensio do
abdémen) e caracteres sexuais secundarios especificos (nimero e tamanho dos tubérculos nupciais, volume da
massa adiposa dorsal e ovipositor)

No vairdo-de-cabega-grande, os tubérculos nupciais localizam-se na (massa adiposa dorsal da) cabega dos machos
reprodutores, em geral com simetria bilateral (Jensen et al., 2001). Nas fémeas de controlo e nos machos e fémeas
juvenis ndo se desenvolvem tubérculos (Jensen et al., 2001). Podem existir até oito tubérculos distintos em volta dos
olhos e entre as narinas dos machos. O maior nimero de tubérculos e os tubérculos maiores localizam-se em duas
linhas paralelas imediatamente abaixo das narinas e acima da boca. Em muitos espécimes surgem grupos de
tubérculos abaixo da mandibula. O grupo mais préximo da boca é normalmente constituido por um sé par, ao
passo que o grupo em posicdo mais ventral pode compreender até quatro tubérculos. O ntimero de tubérculos
raramente excede 30 (intervalo: 18-28; Jensen et al., 2001). Os tubérculos (numericamente) predominantes formam
uma estrutura arredondada e a sua altura é aproximadamente igual ao raio. Na sua maior parte, os machos
reprodutores também evidenciam, pelo menos, alguns tubérculos dilatados e salientes, ndo sendo possivel indivi-
dualizar a estrutura de cada tubérculo.

Alguns tipos de produtos quimicos desreguladores do sistema enddcrino podem provocar a ocorréncia anormal de
determinados caracteres sexuais secunddrios no sexo oposto. Por exemplo, agonistas dos recetores de androgénios,
como a 17a-metiltestosterona ou a 17f-trembolona, podem provocar o aparecimento de tubérculos nupciais nas
fémeas de vairdo-de-cabega-grande (Smith, 1974; Ankley et al., 2001, 2003) e os agonistas dos recetores de
estrogénios podem reduzir o nimero ou a dimensio dos tubérculos nupciais nos machos (Miles-Richardson et al.,
1999; Harries et al., 2000).

Segue-se uma descrigdo da caracterizagio dos tubérculos nupciais no vairdo-de-cabega-grande, com base no
protocolo seguido pelo laboratério da Agéncia de Protecio do Ambiente, dos E.U.A. (Duluth, MN). Os produtos e
equipamentos indicados podem ser substituidos por equivalentes disponiveis.

Para melhor visualizagdo, pode utilizar-se uma lupa com iluminagdo ou um microscépio de dissecagio com
iluminacdo (3X). Examinam-se os peixes em posi¢do dorsal, com a parte anterior para a frente (cabeca orientada
para o observador).

— Coloca-se o peixe numa placa de Petri (por exemplo com 100 mm de didmetro) com a parte anterior para
a frente e o ventre para baixo. Foca-se o dispositivo 6tico, a fim de identificar os tubérculos. Roda-se
lateralmente o peixe, com cuidado, para identificar as zonas tuberculizadas. Contam-se e classificam-se os
tubérculos.

— Repete-se 0 exame na parte ventral da cabega, colocando o peixe na placa de Petri com a parte anterior para
a frente e o dorso para baixo.

— O tempo necessario para examinar cada peixe ¢ normalmente de 2 minutos.

Contagem e classificacio dos tubérculos

Identificaram-se seis zonas especificas para avaliacio da presenca e do grau de desenvolvimento de tubérculos no
vairdo-de-cabeca-grande adulto. Para localizar e quantificar os tubérculos presentes criou-se a matriz apresentada no
final deste apéndice. Regista-se o niimero de tubérculos e estabelece-se a seguinte classificagio dimensional para
cada organismo: 0-ausente, 1-presente, 2-dilatado, 3-saliente (figura 1).

Classe 0: ausente — nenhum tubérculo presente; classe 1: presente — tubérculo cuja altura é quase equivalente ao
raio num ponto; classe 2: dilatado — tubérculo identificivel por tecidos de aspeto semelhante a um asterisco,
normalmente com uma base larga em todo o perimetro e estrias ou rugas a divergir do centro; em altura é muitas
vezes mais irregular, mas o tubérculo também pode ser arredondado; classe 3: saliente — tubérculo normalmente
bastante grande e arredondado, com estrutura menos definida; por vezes, os tubérculos deste tipo coalescem e
formam uma massa tinica numa zona ou ocupando vdrias zonas (B, C e D na descri¢do infra); a cor e a forma dos
tubérculos deste tipo sdo semelhantes as da classe 2, mas, por vezes, os tubérculos sio dificeis de individualizar
nesta base. Utilizando este sistema de classificagdo de tubérculos, normalmente a pontuacio atribuida é inferior
a 50, no caso de um macho de controlo normal com 18 a 20 tubérculos (Jensen et al., 2001).
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Figura 1

Em alguns peixes, o ntimero de tubérculos numa determinada zona de classificagio pode exceder as casas previstas
na matriz. Se isso suceder, podem ser acrescentados nimeros de classificagdo adicionais entre casas ou a esquerda
ou direita das casas. A matriz ndo tem, portanto, de ser simétrica. Outra técnica, para localizagdo de tubérculos
emparelhados ou que coalesam na vertical no plano horizontal da boca, consiste em indicar, na mesma caixa,
a classificagdo correspondente a cada tubérculo do par.

Regides da localizacio:

A — Tubérculos situados em volta dos olhos. Localizados em volta do lado anterior do contorno dos olhos,
indicam-se na matriz do lado dorsal para o lado ventral. E comum serem mdltiplos nos machos maduros de
controlo, ndo estdo presentes nas fémeas de controlo e geralmente ocorre um par (um tubérculo préximo de cada
olho) ou um tnico tubérculo nas fémeas expostas a androgénios.

B-Tubérculos situados entre as narinas (poros dos canais sensoriais). Ocorrem normalmente aos pares nos machos
de controlo, com os niveis de desenvolvimento mais elevados — 2 (dilatado) ou 3 (saliente). Ausentes nas fémeas de
controlo, mas por vezes presentes e desenvolvidos em fémeas expostas a androgénios.

C — Tubéreulos situados em posicdo imediatamente anterior as narinas, paralelamente a boca. Nos machos
maduros de controlo sdo geralmente dilatados ou salientes. Presentes ou dilatados em machos menos desenvolvidos
e nas fémeas expostas a androgénios.

D — Tubérculos situados paralelamente, ao longo da linha definida pela boca. Nos machos de controlo,
normalmente recebem uma classificagio de desenvolvidos. Ausentes nas fémeas de controlo, mas presentes nas
fémeas expostas a androgénios.

E — Tubérculos situados na mandibula, perto da boca, normalmente pequenos e frequentemente aos pares.
Varidveis nos machos de controlo e nos machos e fémeas expostos.

F — Tubérculos situados em posicdo ventral relativamente a zona E. Geralmente pequenos e aos pares. Presentes
nos machos de controlo e nas fémeas expostas a androgénios.
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Matriz de localizacio de tubérculos:

Identificagio Pontuagio
Data 1-presente
Pontuagio total 2-dilatado
3-saliente
| | A | x| x| x| x|
| | B | x1 [ x| x| x|
C x1 | x1|x|xt|/x|x|[x|[xt|x1]|x1
D x1 | x1 | x| x1|/x1|x|[x|[x1]|x1|x1
| | E X1 | x1
| | F x| x | x| x
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Apéndice 5B

AVALIACAO DE CARACTERES SEXUAIS SECUNDARIOS NO PEIXE-DO-ARROZ-]APONﬁS PARA
DETECAO DE DETERMINADOS PRODUTOS QUIMICOS COM ATIVIDADE ENDOCRINA

Descreve-se a seguir o protocolo de medicdo dos processos papilares (*), que constituem os caracteres sexuais
secunddrios do peixe-do-arroz-japonés (Oryzias latipes).

1) Apéds excisio do figado (apéndice 6), coloca-se a carcaga num tubo cénico com 10 ml de formol a 10 %,
tamponado a pH neutro (cabeca para cima, cauda para baixo). Se a génada for fixada numa solucio que néo seja
formol a 10 % tamponado a pH neutro, corta-se a carcaga transversalmente com uma lamina, entre a regido
anterior da barbatana anal e o anus, tendo o cuidado de ndo lesionar o gondporo nem a génada (figura 3).
Coloca-se o lado da cabeca do corpo do peixe na solucdo fixadora, para conservar a génada, e o lado da cauda
em formol a 10 %, tamponado a pH neutro, como se referiu.

2) Depois de colocar o corpo do peixe em formol a 10 % tamponado a pH neutro, segura-se a regido anterior da
barbatana anal com uma pinga e estende-se a barbatana durante cerca de 30 segundos, para a manter aberta.
A fim de ndo lesionar os processos papilares com a pinga, puxa-se a barbatana anal, segurando-a com a pinga
numa extensdo de alguns raios apenas da regido anterior.

3) Apds manter a barbatana anal aberta durante cerca de 30 segundos, guarda-se o corpo do peixe a temperatura
ambiente em formol a 10 %, tamponado a pH neutro, até a medicdo dos processos papilares (a efetuar depois de
um periodo de fixagdo minimo de 24 horas).

Medi¢do

1) Depois de fixar o corpo do peixe durante, pelo menos, 24 horas em formol a 10 %, tamponado a pH neutro,
retira-se a carcaga do tubo cénico e enxuga-se o formol com papel de filtro ou com um toalhete de papel.

2) Coloca-se o peixe com o abdémen para cima e corta-se cuidadosamente a barbatana anal com uma pequena
tesoura de dissecacdo (é preferivel cortar a barbatana com uma pequena quantidade de pterigiéforo).

3) Pega-se na barbatana anal assim cortada com uma pinga, segurando-a pela regido anterior, e coloca-se numa
lamina de vidro com algumas gotas de dgua. Cobre-se a barbatana anal com uma lamela de vidro. Hd que ter
o cuidado de ndo lesionar os processos papilares ao pegar na barbatana anal com a pinga.

4) Contam-se os segmentos de raio com processos papilares, utilizando um microscépio bioldgico (vertical ou
invertido) e um contador. Reconhece-se um processo papilar pela formagdo de um pequeno processo visivel na
margem posterior do segmento de raio. Inscreve-se o nimero de segmentos com processos papilares em cada
raio de barbatana na folha de registo do ensaio (por exemplo: primeiro raio: 0, segundo raio: 10, terceiro raio:
12 etc.) e depois a soma desses niimeros na folha Excel correspondente a cada peixe. Se necessario, fotografa-se
a barbatana anal e contam-se na fotografia os segmentos de raio que tém processos papilares.

5) Depois das contagens, coloca-se a barbatana anal no tubo cénico referido em 1 e guarda-se o tubo.

(*) Os processos papilares, normalmente, sé6 aparecem em machos adultos e localizam-se nos raios da barbatana anal, entre o segundo e
0 sétimo ou oitavo raios desta, a contar da sua extremidade posterior (figuras 1 e 2). Aparecem raramente no primeiro raio da barbatana
anal, a contar da extremidade posterior desta. Este protocolo normalizado contempla igualmente a medicdo de processos localizados no
primeiro raio da barbatana anal (neste protocolo, o nimero de ordem dos raios inicia-se na extremidade posterior desta barbatana).
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Figura 1

Diferencas entre os sexos na forma e no tamanho da barbatana anal. A: macho; B: fémea. Oka, T. B. (1931).
On the processes on the fin rays of the male of Oryzias latipes and other sex characters of this fish. J. Fac.
Sci., Universidade de Téquio, 1V, 2:209-218.

Figura 2

A: processos em segmentos de raios de barbatana anal; J.P: segmento de raio; A.S.: espaco axial; P.:

processo; B: extremidade distal do raio de barbatana. As actinotriquias (Act.) estio assinaladas na

extremidade. Oka, T. B. (1931). On the processes on the fin rays of the male of Oryzias latipes and other
sex characters of this fish. J. Fac. Sci., Universidade de Téquio, 1V, 2:209-218.

Figura 3

Fotografia do corpo de um peixe mostrando o sitio do corte a efetuar quando a génada é fixada com uma

solucio que ndo seja formol a 10 % tamponado a pH neutro. Nesse caso, separa-se o resto do corpo por

meio de um corte com uma limina, entre a regido anterior da barbatana anal e o anus (traco vermelho),

ap6s o que se coloca a parte do corpo do lado da cabeca na solucio fixadora da génada e a parte do corpo
do lado da cauda em formol a 10 %, tamponado a pH neutro.
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Apéndice 6

PROTOCOLOS RECOMENDADOS PARA A COLHEITA DE AMOSTRAS DESTINADAS A ANALISE DA
VITELOGENINA

E necessirio tomar precaugdes para evitar contaminac¢des cruzadas entre amostras de machos e fémeas para
determinagdo da vitelogenina.

Protocolo 1A: Colheita de sangue na artéria/veia caudal do vairdo-de-cabeca-grande

Ap6s anestesia, secciona-se parcialmente o pedinculo caudal com um bisturi e recolhe-se sangue da veia/artéria
caudal num microtubo capilar heparinizado para determinacio do hematdcrito. Depois de colhido o sangue,
separa-se rapidamente o plasma por centrifugacdo durante 3 minutos a 15 000 g (ou, em alternativa, 15 000 g
durante 10 minutos, a 4 °C). Caso se pretenda, pode determinar-se a percentagem de hematdcrito depois da centri-
fugagdo. Transfere-se o plasma do microtubo capilar para um tubo de centrifugagdo que ji contenha 0,13 unidades
de aprotinina (um inibidor de proteases), conservando-o a — 80 °C até a determinagdo da vitelogenina. A quantidade
de plasma depende do tamanho do vairdo-de-cabega-grande e este do sexo do peixe; o volume que pode ser colhido
situa-se, em geral, entre 5 e 60 microlitros por peixe (Jensen et al., 2001).

Protocolo 1B: Colheita de sangue no coracio do vairdo-de-cabeca-grande

Em alternativa, também pode colher-se sangue por pungdo cardiaca, utilizando uma seringa heparinizada (1000
unidades de heparina por mililitro). Transfere-se o sangue para tubos de Eppendorf (conservados em gelo) e
centrifuga-se (7 000 g durante 5 minutos, & temperatura ambiente). Transfere-se o plasma para tubos de Eppendorf

limpos (constituindo aliquotas, se o volume de plasma o permitir) e congela-se imediatamente a — 80 °C, até a
realizacdo das andlises (Panter et al., 1998).

Protocolo 2A: Excisio do figado no peixe-do-arroz-japonés

Retirada dos peixes das cubas de ensaio

1) Retiram-se os peixes das cubas com um pequeno coador de rede, tendo o cuidado de ndo deixar cair nenhum
peixe noutra cuba.

2) Em principio, retiram-se os peixes pela ordem seguinte: cuba de controlo, cuba de controlo do solvente (se for
0 caso), cuba com a concentracio mais baixa, cuba com a concentracdo intermédia, cuba com a concentracio
mais elevada e cuba de controlo positivo. Além disso, em cada cuba, retiram-se todos os machos antes de se
retirarem as fémeas.

3) Determina-se o sexo de cada peixe com base nos caracteres sexuais secunddrios externos (por exemplo a forma
da barbatana caudal).

4) Coloca-se cada peixe num recipiente de transporte e leva-se para a bancada onde se procederd a excisio dos
figados. Verifica-se se a etiqueta aposta no recipiente de transporte é conforme com a etiqueta aposta na cuba de
ensaio e confirma-se se o ndmero de peixes removidos da cuba e o nimero de peixes que nela restam
corresponde ao esperado.

5) Se ndo for possivel determinar o sexo com base no aspeto fisico dos peixes, retiram-se todos os peixes da cuba.
Neste caso, determina-se o sexo por exame da génada ou dos caracteres sexuais secunddrios ao microscépio
estereoscopico.

Excisdo do figado

1) Utilizando o pequeno coador de rede, transferem-se os peixes do recipiente de transporte para a solugdo
anestesiante.

2) Uma vez os peixes anestesiados, transferem-se para um papel de filtro (ou para um toalhete de papel) com uma
pinca de modelo normal. Ao pegar em cada peixe com a pinga, segura-se pela cabega, para ndo lhe partir
a cauda.

3) Enxuga-se a superficie do corpo do peixe com o papel de filtro (ou com o toalhete de papel).
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4) Coloca-se o peixe com o abdémen para cima. Utilizando uma tesoura de dissecagdo, faz-se uma pequena
incisdo transversal na regido ventral, entre a base da cabega e a zona média do abdémen.

5) Insere-se a tesoura de dissecagdo nessa pequena incisdo e faz-se outra incisdo, ao longo da linha média do
abdémen, entre um ponto caudal relativamente aos opérculos branquiais e o lado craniano do 4nus. Nio
inserir a tesoura de dissecagdo demasiado profundamente, para nio lesionar o figado e a gonada.

6) Efetuam-se as operagdes seguintes, utilizando um microscopio estereoscopico.

7) Coloca-se o peixe com o abdémen para cima num toalhete de papel (podendo também ser numa placa de Petri
de vidro ou numa lamina de vidro).

8) Afastam-se as paredes da cavidade abdominal com pincas de precisio e expdem-se os Orgdos internos. Se
necessario, os Orgdos internos também podem ser expostos mediante remocdo de um dos lados da parede
abdominal.

9) Utilizando outro par de pingas de precisdo, expde-se a zona de ligagdo do figado e da vesicula biliar. Segura-se
o canal biliar e faz-se um corte para separar a vesicula biliar, tendo o cuidado de ndo a romper.

10) Segura-se o es6fago e separa-se do mesmo modo o aparelho digestivo do figado, tendo o cuidado de ndo
derramar o contetddo daquele. Excisa-se do anus a parte caudal do aparelho digestivo e retira-se o aparelho
digestivo da cavidade abdominal.

11) Retira-se a massa adiposa e de outros tecidos que rodeiam o figado, tendo o cuidado de nio o lesionar.
12) Segura-se a zona portal hepdtica com pingas de precisdo e retira-se o figado da cavidade abdominal.

13) Coloca-se o figado na lamina de vidro. Utilizando pingas de precisdo, retira-se da superficie do figado o tecido
adiposo e outro que ainda reste (por exemplo tecido da parede abdominal interna).

14) Pesa-se o figado num microtubo de 1,5 ml previamente tarado, numa balanca analitica eletrénica. Regista-se
a leitura na folha de registo do ensaio (aproximacdo de 0,1 mg). Confirmam-se as informacdes identificadoras
no rétulo do microtubo.

15) Coloca-se a tampa no microtubo que contém o figado e guarda-se o tubo num suporte refrigerador (ou num
suporte gelado).

16) Apds a excisio de cada figado, limpam-se os instrumentos de dissecacdo ou substituem-se estes por
instrumentos limpos.

17) Retira-se do mesmo modo o figado a todos os peixes guardados nos recipientes de transporte.

18) Uma vez efetuada a excisdo do figado a todos os peixes guardados nos recipientes de transporte (ou seja,
a todos os machos ou fémeas de uma cuba), colocam-se os espécimes hepdticos num suporte de tubos, com
uma etiqueta de identificagdo, e guardam-se no congelador. Se os figados prosseguirem para o pré-tratamento
pouco depois da excisdo, levam-se os espécimes para a bancada correspondente num suporte refrigerador (ou
num suporte gelado).

Apébs a excisio dos figados, pode proceder-se a histologia das génadas e a medicdo dos caracteres sexuais
secunddrios nas carcagas.

Espécimes

Se ndo passarem ao pré-tratamento pouco depois da excisdo, guardam-se os espécimes de figado retirados dos
peixes a uma temperatura < — 70 °C.
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Figura 1

Corte com tesoura em posi¢io imediatamente anterior as barbatanas peitorais.

Figura 2

Incisdo com tesoura ao longo da linha média abdominal, até um ponto cerca de 2 mm anterior ao anus.

Figura 3

Afastamento das paredes abdominais com uma pinga, de modo a expor o figado e outros 6rgdos internos.

(Em alternativa, as paredes abdominais também podem ser afastadas lateralmente e ser mantidas nessa posi¢do com
alfinetes.)

A seta indica o figado.
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Figura 4

Dissecacio e excisio do figado com uma pinca, sem fazer cortes.

Figura 5

Retirada cuidadosa dos intestinos com uma pinca.

Figura 6

Corte com tesoura das duas extremidades dos intestinos e das aderéncias do mesentério.
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Figura 7 (fémea)

O procedimento é idéntico para as fémeas.

Figura 8

Procedimento concluido.

Protocolo 2B: Pré-tratamento do figado para andlise da vitelogenina no peixe-do-arroz-japonés (Oryzias
latipes)

Retira-se o frasco de tampdo do homogeneizado do kit ELISA e refrigera em gelo moido (temperatura da solugdo: <
4 °C). Caso se utilize tampdo do homogeneizado do sistema ELISA da EnBio, deixa-se descongelar a solucio a
temperatura ambiente e depois refrigera-se o frasco em gelo moido.

Calcula-se o volume de tampdo do homogeneizado para o figado com base no peso deste (adicionam-se 50 pl de
tampdo do homogeneizado por miligrama de figado). Por exemplo, se o figado pesar 4,5 mg, utilizam-se para
o efeito 225 pl de tampdo do homogeneizado. Elabora-se uma lista com o volume de tampdo do homogeneizado
correspondente a cada figado.

Preparagdo do figado para o pré-tratamento

1) Imediatamente antes do pré-tratamento, retira-se do congelador o microtubo de 1,5 ml que contém o figado.

2) Para evitar contaminagdes com vitelogenina, o pré-tratamento dos figados dos machos deve preceder os das
fémeas. Além disso, procede-se ao pré-tratamento dos vdrios grupos ensaiados pela ordem seguinte: cuba de
controlo, cuba de controlo do solvente (se for o caso), cuba com a concentragdo mais baixa, cuba com
a concentracio intermédia, cuba com a concentragio mais elevada e cuba de controlo positivo.
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3) O ntmero de microtubos de 1,5 ml com amostras de figado retirados do congelador numa dada ocasido ndo
pode exceder o niimero de tubos que podem ser centrifugados de imediato.

4) Colocam-se os microtubos de 1,5 ml com as amostras de figado no suporte gelado, por ordem de numeragdo
dos espécimes (ndo é necessirio descongelar o figado).

Pré-tratamento

1) Adigdo do tampdo do homogeneizado

Verifica-se na lista o volume de tampdo do homogeneizado a utilizar para a amostra de figado e regula-se
a micropipeta (100-1 000 pl) no volume adequado. Coloca-se uma ponta limpa na micropipeta.

Retira-se tampdo do homogeneizado do frasco onde estd guardado e adiciona-se a0 microtubo de 1,5 ml que
contém a amostra de figado.

Procedendo do mesmo modo, adiciona-se tampdo do homogeneizado a todos os microtubos de 1,5 ml que

contém as amostras de figado. Ndo ¢ necessdrio substituir a ponta da micropipeta, a menos que fique
contaminada ou disso se suspeite.

2) Homogeneizagdo do figado
— Fixa-se um novo pildo de homogeneizacio no homogeneizador do microtubo.

— Insere-se o pilio no microtubo de 1,5 ml. Segura-se o homogeneizador do microtubo e comprime-se
o figado entre a superficie do pildo e a parede interna do microtubo.

— Faz-se funcionar o homogeneizador do microtubo durante 10 a 20 segundos. Durante esta operagio,
mantém-se o microtubo de 1,5 ml refrigerado em gelo moido.

— Retira-se o pildo do microtubo e deixa-se este em repouso durante cerca de 10 segundos. Em seguida, avalia-
-se visualmente o estado da suspensio.

— Caso se detetem fragmentos de figado na suspensio, repetem-se as operagdes 3 e 4 para obter um homoge-
neizado de figado satisfatério.

— Mantém-se a suspensdo de homogeneizado de figado no suporte gelado até a centrifugacio.
— E necessdrio utilizar um pildo novo para cada homogeneizado.

— Homogeneizam-se todos os figados com tampdo do homogeneizado conforme se descreveu.

3) Centrifugacdo da suspensdo de homogeneizado hepdtico
— Confirma-se que a temperatura da camara de centrifugacio refrigerada é < 5 °C.

— Introduzem-se os microtubos de 1,5 ml com a suspensdo de homogeneizado hepético na cAmara de centri-
fugacdo refrigerada (se necessdrio, reequilibra-se).

— Centrifuga-se a suspensdo de homogeneizado hepdtico a 13 000 g durante 10 minutos, a uma temperatura <
5 °C. Se os sobrenadantes se separarem convenientemente, a forga centrifuga e o tempo de centrifugacio
podem, se necessario, ser ajustados.

— Apbs a centrifugacdo, verifica-se se os sobrenadantes se separaram convenientemente (superficie: lipidos;
camada intermédia: sobrenadante; camada inferior: tecido hepdtico). Se a separacdo ndo for adequada,
procede-se a nova centrifugacio da suspensdo nas mesmas condigdes.

— Retiram-se todos os espécimes da cAmara de centrifugacdo refrigerada e dispdem-se no suporte gelado por
ordem de numeragdo dos espécimes. Hd que ter cuidado para, depois da centrifugacio, ndo ressuspender as
camadas separadas.
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4) Recolha do sobrenadante
— Colocam-se num suporte de tubos quatro microtubos de 0,5 ml para recolha de sobrenadante.

— Utilizando a micropipeta, retiram-se 30 pl de um dos sobrenadantes (fase intermédia separada) e transferem-
-se para um dos microtubos de 0,5 ml. Hd que ter cuidado para ndo recolher lipidos da camada superior
nem tecido hepdtico da camada inferior.

— Procedendo do modo descrito, transfere-se mais sobrenadante para dois outros microtubos de 0,5 ml.

— Recolhe-se o resto do sobrenadante com a micropipeta (se possivel, > 100 pl) e transfere-se para o dltimo
microtubo de 0,5 ml. H4 que ter cuidado para ndo recolher lipidos da camada superior nem tecido hepético
da camada inferior.

— Tapam-se os microtubos de 0,5 ml e escreve-se o volume de sobrenadante no rétulo respetivo. Refrigeram-se
imediatamente os microtubos no suporte gelado.

— Substitui-se a ponta da micropipeta para cada sobrenadante. Caso fique agarrada a ponta da micropipeta
uma grande quantidade de lipidos, substitui-se imediatamente a ponta, para evitar a contaminagdo do extrato
de figado com gorduras.

— Transfere-se todo o sobrenadante centrifugado para quatro microtubos de 0,5 ml, conforme se descreveu.

— Uma vez transferido todo o sobrenadante, colocam-se os microtubos de 0,5 ml, com rétulo identificador,
num suporte de tubos, que vai imediatamente para o congelador. Se a determinagdo das concentragdes de
vitelogenina decorrer logo a seguir ao pré-tratamento, coloca-se um dos microtubos de 0,5 ml (com 30 pl de
sobrenadante) num suporte de tubos refrigerado e leva-se esse microtubo para a bancada onde ird realizar-se
o ensaio ELISA. Nesse caso, colocam-se os outros microtubos noutro suporte de tubos, que vai para
o congelador.

— Uma vez recolhido o sobrenadante, eliminam-se adequadamente os residuos.

Conservagdo dos espécimes

Até serem utilizados no método ELISA, conservam-se os microtubos de 0,5 ml que contém o sobrenadante do
homogeneizado hepadtico a uma temperatura <— 70 °C.

Protocolo 3A: Colheita de sangue na artéria/veia caudal do peixe-zebra

Imediatamente apds a anestesia, corta-se transversalmente o pedinculo caudal e colhe-se sangue da artériafveia
caudal para um microtubo capilar heparinizado para determinacdo do hematécrito. O volume de sangue depende
do tamanho do peixe, variando entre 5 e 15 pl. Adiciona-se ao microtubo capilar volume idéntico de tampio
aprotinina (6 pg/ml em tampio fosfato, PBS) e separa-se o plasma do sangue por centrifugagdo (5 minutos a 600 g).
Transfere-se o plasma para tubos de ensaio, que se conservam a — 20 °C até a determinacdo analitica da
vitelogenina ou de outras proteinas relevantes.

Protocolo 3B: Colheita de sangue por puncio cardiaca no peixe-zebra

Para evitar a coagulacdo do sangue e a degradacio proteica, colhem-se as amostras numa solucio de tampdo fosfato
(PBS) com 1 000 unidades de heparina por mililitro e 2 TIU (unidades de inibidor da tripsina) por mililitro do
inibidor das proteases aprotinina. Recomenda-se a utilizagdo de heparina (sal de aménio) e de aprotinina liofilizada,
como ingredientes do tampdo. Para colher as amostras, recomenda-se a utilizagdo de seringas (de 1 ml) com agulha
fina fixa (por exemplo Braun Omnikan-F). Enchem-se previamente as seringas com tampdo (aproximadamente
100 pl), para eluir completamente os pequenos volumes de sangue colhidos em cada peixe. Colhem-se as amostras
de sangue por pungdo cardiaca. Comega-se por anestesiar o peixe com MS-222 (100 mg/l). Um plano de anestesia
correto permitird ao utilizador distinguir o batimento cardfaco do peixe-zebra. Ao efetuar a pungdo cardiaca,
a depressdo exercida pelo pistdo da seringa deve ser ligeira. O volume de sangue que pode ser recolhido situa-se
entre 20 e 40 microlitros. Apds a pungdo cardiaca, transfere-se a mistura de sangue e tampdo para um tubo de
ensaio. Separa-se o plasma do resto do sangue por centrifugacdo (20 minutos a 5 000 g) e conserva-se o plasma
a— 80 °C até as andlises.
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Protocolo 3C: Procedimento normalizado de homogeneizagio da cabega e da cauda do peixe-zebra
1. Anestesia-se e eutanasia-se cada peixe conforme consta da descri¢do do ensaio.
2. Cortam-se a cabeca e a cauda de cada peixe como ilustrado na figura 1.

Importante: Para evitar que machos ndo-induzidos sejam contaminados por vitelogenina proveniente de fémeas ou de
machos induzidos, é necessdrio lavar e limpar corretamente (por exemplo com etanol a 96 %) os instrumentos de dissecagdo
e a placa de corte, antes de passar ao peixe seguinte.

Figura 1

Andlise da vitelogenina Histologia das génadas Andlise da vitelogenina

. A - A A

Corte atrds da barbatana dorsal Corte neste sitio

3. Pesa-se com aproximacdo de 1 mg o conjunto da cabeca e da cauda de cada peixe.

4. Apds a pesagem, colocam-se ambas as partes em tubos adequados (por exemplo tubos de Eppendorf de 1,5 ml)
e congela-se a — 80 °C, até a homogeneizagdo, ou procede-se a homogeneizacido imediata sobre gelo com dois
pildes de plastico. (Podem ser utilizados outros métodos, se se realizarem sobre gelo e deles resultar uma massa
homogénea). Importante: E necessdrio numerar corretamente os tubos, a fim de que a cabeca e a cauda de cada peixe
possam ser relacionadas com o resto do corpo correspondente, utilizado na histologia das génadas.

5. Uma vez homogeneizada a massa, adiciona-se uma quantidade de tampdo de homogeneizacio (*) gelado,
correspondente a quatro vezes o peso dos tecidos. A mistura deve continuar a ser homogeneizada com os pildes
até o estar completamente. Nota importante: E necessdrio utilizar pildes novos para cada peixe.

6. Colocam-se as amostras em gelo até a centrifugacdo a 4 °C, durante 30 minutos, a 50 000 g.

7. Por meio de uma pipeta, transferem-se volumes de 20 pl do sobrenadante para, pelo menos, dois tubos,
mergulhando para o efeito a ponta da pipeta através da camada superficial lipidica e aspirando cuidadosamente
sobrenadante sem residuos da fracdo lipidica nem da camada depositada.

8. Armazenam-se os tubos a — 80 °C até serem utilizados.

(*) Tampdo de homogeneizagdo:
— (Tris-HCl 50 mM, pH 7,4; 1 % da mistura de inibidores de proteases da Sigma): 12 ml de Tris-HCl, pH 7,4, + 120 pl da mistura
de inibidores de proteases.
— TRIS: TRIS-ULTRAPURO (ICN), por exemplo da Bie & Berntsen, Dinamarca.
— Mistura de inibidores de proteases: da Sigma, para tecidos de mamiferos (n.> de produto P8340).
NOTA: O tampdo de homogeneizacdo tem de ser utilizado no préprio dia de preparagdo e de ser mantido em gelo durante esse
periodo.
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Apéndice 7

AMOSTRAS ENRIQUECIDAS COM VITELOGENINA E PADRAO DE REFERENCIA INTERNO

Em cada dia em que se realizem determinacdes da vitelogenina, analisa-se uma amostra enriquecida com um padrio
de referéncia interno. Na preparagdo do padrio de referéncia interno, é necessdrio utilizar vitelogenina de um lote
diferente do utilizado na preparagio dos padrdes de calibragdo para o ensaio em curso.

Prepara-se a amostra enriquecida adicionando uma quantidade conhecida do padrio interno a uma amostra de
plasma de machos de controlo. Enriquece-se a amostra de modo a obter uma concentracdo de vitelogenina 10
a 100 vezes maior do que a concentracdo de vitelogenina esperada nos peixes machos de controlo. A amostra de
plasma de machos de controlo a enriquecer pode provir de um s6 peixe ou ser composta a partir de varios peixes.

Analisa-se uma subamostra de plasma de machos de controlo ndo-enriquecido em, pelo menos, dois alvéolos
duplicados. Analisa-se a amostra enriquecida igualmente em, pelo menos, dois alvéolos duplicados. A fim de
determinar uma concentragio esperada, adiciona-se a quantidade média de vitelogenina determinada nas duas
amostras de plasma de machos de controlo ndo-enriquecido a quantidade (calculada) de vitelogenina adicionada
para enriquecer as amostras. Juntamente com os resultados de cada série de ensaios realizados no dia, indica-se no
relatério a relagdo entre esta concentracdo esperada e a concentragdo medida correspondente.



Apéndice 8

FLUXOGRAMA DE DECISAO PARA A ANALISE ESTATISTICA

Determinacio da existéncia de uma relacio monétona entre a dose e a resposta
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C.49 Ensaio de toxicidade aguda em embrides de peixes (FET)
INTRODUCAO

1. O presente método de ensaio é equivalente ao Test Guideline TG 236 (2013) da OCDE. Descreve um ensaio de
toxicidade aguda em embrides de peixe (FET) com o peixe-zebra (Danio rerio). O ensaio é concebido para
determinar a toxicidade aguda de produtos quimicos em fases embriondrias de peixes. O ensaio FET baseia-se
em estudos e atividades de validacdo com peixe-zebra (1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11) (12) (13) (14).
Tem sido aplicado com éxito a uma vasta gama de produtos quimicos com diferentes modos de agdo,
solubilidade, volatilidade e hidrofobicidade (revisto em 15 e 16).

2. No apéndice 1 definem-se alguns conceitos utilizados neste método de ensaio.

PRINCIPIO DO ENSAIO

3. Ovos de peixe-zebra recentemente fertilizados sdo expostos ao produto quimico de ensaio durante 96 horas.
A cada 24 horas, até quatro observagdes apicais sdo registadas como indicadores de letalidade (6): (i)
coagulacdo de ovos fertilizados, (ii) falta de formagdo dos somitos, (iii) falta de separacio da cauda embrionaria
do saco vitelino, e (iv) auséncia de batimentos cardiacos. No final do periodo de exposicio, a toxicidade aguda
¢ determinada com base num resultado positivo em qualquer uma das quatro observacdes apicais registadas, e
é calculada a CL,.

CONSIDERACOES INICIAIS

4. As informagdes fiteis sobre as propriedades especificas das substincias sio a férmula estrutural, o peso
molecular, o grau de pureza, a estabilidade em dgua e a luz, o pK,, 0 K, a solubilidade em 4dgua e a pressdo de
vapor, bem como os resultados de um ensaio de biodegradabilidade «facil» (método de ensaio C.4 (17) ou C.29
(18)). A hidrossolubilidade e a pressdo de vapor podem ser utilizadas para calcular a constante da Lei de Henry,
o que permitird verificar a ocorréncia de perdas por evaporagio da substancia em estudo. Deve ser possivel
utilizar um método analitico fidvel para a quantificagdo da substincia nas solugdes do ensaio, cuja exatiddo e
limite de detegdo sejam conhecidos e se encontrem descritos.

5. Se o método de ensaio for utilizado para testar uma mistura, devem fornecer-se dados suficientes sobre
a composi¢io desta, nomeadamente a identidade quimica dos seus componentes, a ocorréncia quantitativa
destes e as suas propriedades especificas (ver ponto 4). Antes da utilizagio do método de ensaio para ensaios
regulamentares de uma mistura, deve considerar-se se serdo fornecidos resultados aceitdveis para efeitos de
regulamentagio.

6. No que diz respeito as substincias que podem ser ativadas através do metabolismo, hd provas de que os
embrides de peixe-zebra possuem capacidades de biotransformagio (19) (20) (21) (22). No entanto,
a capacidade metabdlica dos embrides de peixes nem sempre é semelhante a dos juvenis ou dos peixes adultos.
Por exemplo, o dlcool alilico protéxico (9) ndo foi respeitado pelo FTE. Por conseguinte, se existirem indica¢des
de que metabolitos ou outros produtos de transformagio podem ser mais toxicos do que o composto parental,
recomenda-se também a realizacdo do ensaio com estes metabolitos/produtos de transformagdo e a utilizagdo
destes resultados nas conclusdes sobre a toxicidade do produto quimico em estudo ou, em alternativa, efetuar
um novo ensaio que tenha em consideracdo o metabolismo.

7. Nido é de prever que os embrides sejam sensiveis a substincias de peso molecular > 3kDa, de estrutura
molecular muito volumosa ou que provocam atrasos na eclosdo suscetiveis de evitar ou reduzir a exposicdo
apods a eclosdo, devido a restri¢des de biodisponibilidade da substincia, podendo ser mais adequados outros
ensaios de toxicidade.

VALIDADE DO ENSAIO
8. Para que os resultados do ensaio possam considerar-se vdlidos, tém de ser cumpridos os seguintes critérios:

a) A taxa de fertilizagdo global de todos os ovos recolhidos deve ser > 70 % no lote testado.
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b) Em qualquer momento do ensaio, a temperatura da dgua nas camaras de ensaio deve ser mantida a 26 +1 °
C

¢) A taxa de sobrevivéncia global de embrides no controlo negativo (dgua destilada), e, se for caso disso, no
controlo do solvente, deve ser > 90 % até ao final do periodo de 96 horas de exposigdo.

d) A exposi¢do ao controlo positivo (por exemplo, 4,0 mg/l de 3,4-dicloroanilina para peixe-zebra) deverd ter
como resultado um minimo de 30 % de mortalidade no final do periodo de 96 horas de exposicdo.

e) A taxa de eclosdo no controlo negativo (e controlo do solvente, se for caso disso) deve ser > 80 % no final
do periodo de 96 horas de exposigdo.

f) No final do periodo de 96 horas de exposi¢do, a concentragdo de oxigénio dissolvido no controlo negativo
e a concentracio mais elevada do ensaio devem ser > 80 % de saturagio.

DESCRICAO DO METODO

9. O apéndice 2 apresenta uma panordmica geral das recomendagdes de manutengdo e condigdes do ensaio.

Material e aparelhagem
10. O seguinte equipamento € necessario:

a) Tanques de um material quimicamente inerte (vidro, por exemplo) e de capacidade adequada a carga e a
densidade de ocupagdo recomendadas (ver <Manutengdo de peixes reprodutores» apéndice 14);

b) Microscépio invertido efou binocular com capacidade de ampliacgio de, pelo menos, 80 vezes. Se
a temperatura da sala de registo das observagdes ndo puder ser ajustada para 26 £1 °C, é necessdrio
recorrer a uma fase de temperatura controlada com circulacio cruzada, ou a outros métodos, para manter

a temperatura;

¢) Camaras de ensaio; p. ex., placas-padrio de 24 pogos, com uma profundidade de aproximadamente 20 mm
(ver «Camaras de ensaio» n.° 11);

d) Por exemplo, peliculas autocolantes para cobrir as placas de 24 pocos;

e) Incubadora ou sala climatizada com controlo de temperatura, que permita manter esta tltima a 26 + 1 °C
nos pogos (ou cdmaras de ensaio);

f) Medidor de pH;
g) Medidor de oxigénio:
h) Equipamento para a determinacio da dureza da dgua e condutividade;

i) Placa de desova: tabuleiros de instrumentos de vidro, ago inoxiddvel ou de outras matérias inertes; malha de
arame (dimensdes da rede 2 £0,5 mm) de ago inoxiddvel ou de outro material inerte para proteger os ovos
uma vez postos; substrato de desova — por exemplo, plantas de imitagdo de material inerte — método de
ensaio C.48, apéndice 4A (23);

j) Pipetas com aberturas alargadas para a recolha de ovos;

k) Recipientes de vidro para preparar diferentes concentra¢des de ensaio e dgua de diluicio (copos, baldes
volumétricos, provetas graduadas e pipetas graduadas) ou para recolher os ovos de peixe-zebra (por
exemplo, copos, placas de cristalizagdo);

1) Se forem utilizados sistemas de exposicdo alternativos, como o fluxo continuo (24) ou a dosagem passiva
(25), para a realizagdo do ensaio, sdo necessdrias instalacdes e equipamento adequados.
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Camaras de ensaio

11. Devem ser utilizadas cdmaras de ensaio de vidro ou poliestireno (p. ex., placas de 24 pocos, com uma
capacidade de 2,5 a 5 ml por pogo). Em caso de suspeita de adsorgdo ao poliestireno (p. ex., no caso de
substancias apolares, planas com elevada K ), devem utilizar-se materiais inertes (vidro) para reduzir as perdas
por adsorcdo (26). As camaras de ensaio devem ser posicionadas de forma aleatdria na incubadora.

Agua e condicdes de ensaio

12. Recomenda-se diluir a 4gua de manuten¢do para alcancar niveis de dureza tipicos de uma grande variedade de
4guas de superficie. A dgua de dilui¢do deve ser preparada a partir de dgua reconstituida (27). O consequente
grau de dureza deve ser equivalente a 100-300 mg/l CaCO,, de modo a evitar a precipitagio excessiva de
carbonato de cdlcio. Podem utilizar-se outras daguas de superficie ou de pogos, bem caracterizadas. A dgua
reconstituida pode ser adaptada a dgua de manutencio de baixa dureza, por diluicio com dgua desionizada até
um rdcio de 1:5 e uma dureza minima de 30-35 mg/l CaCO,. Antes da adi¢do do produto quimico em estudo,
a dgua é arejada, até a saturacdo, com oxigénio. A temperatura nos pogos deve ser mantida a 26 * 1 °C, ao
longo do ensaio. Durante o ensaio, o pH deve estar compreendido entre 6,5 e 8,5 ¢, nesse intervalo, ndo variar
mais do que 1,5 unidades. Se o pH ndo se mantém neste intervalo, deve ser ajustado antes do inicio do ensaio.
O ajustamento do pH deve ser efetuado de modo a ndo alterar de forma significativa a concentragio da
solucdo-padrio, nem causar qualquer reagdo quimica ou precipitagio da substincia em estudo. Recomenda-se
a utilizagdo de cloreto de hidrogénio (HCl) e de hidréxido de s6dio (NaOH) para corrigir o pH nas soluc¢des
contendo o produto quimico de ensaio.

Solucdes utilizadas nos ensaios

13. As solugdes utilizadas nos ensaios com as concentragdes escolhidas podem ser preparadas, por exemplo, por
dilui¢do de uma solucdo-padrio. A solucdo-padrdo deve ser preparada, preferencialmente, por simples mistura
ou agitagdo da substincia de ensaio na dgua de diluicdo, utilizando meios mecanicos (agitagdo e dispersdo
ultrassonica, por exemplo). Caso seja dificil dissolver o produto quimico de ensaio em dgua, procede-se como é
descrito no Guidance Document n.° 23 da OCDE, relativo & manipulagdo de substancias e misturas dificeis (28).
Deve evitar-se a utilizagdo de solventes, embora estes possam ser necessarios em alguns casos, para obter uma
solugdo-padrdo com a concentragdo adequada. Caso se utilize um solvente para facilitar a preparacio de
solugdes-padrdo, a sua concentracdo final ndo deve exceder 100 pl/l e deve ser a mesma em todos os
recipientes de ensaio. Quando se utiliza um solvente, é necessario um controlo suplementar deste.

Manutencio dos peixes reprodutores

14. Para a produgdo de ovos, utiliza-se um lote de criacio nio exposto de peixe-zebra de tipo selvagem, com taxa
de fertilizagdo dos ovos bem documentada. Os peixes devem estar livres de sintomas macroscopicamente
percetiveis de infe¢do e doenca, e ndo devem ter sido submetidos a tratamentos farmacéuticos (agudos ou
profildticos) durante 2 meses antes da desova. Os peixes reprodutores sio mantidos em aqudrios com uma
capacidade de carga recomendada de 1 | de dgua por peixe e um fotoperiodo fixo de 12-16 horas (29) (30)
(31) (32) (33). Devem ajustar-se as taxas de filtragem otimizadas e evitar-se taxas de filtragem excessivas, que
provocam elevados niveis de perturbagio da dgua. Para as condi¢des de alimentacdo, ver o apéndice 2. Deve
evitar-se a alimentagdo excessiva; a limpeza e qualidade da dgua dos aqudrios deve ser controlada periodi-
camente e, se necessario, ser reinicializada para o estado inicial.

Ensaios de competéncia

15. O produto quimico de referéncia, 3,4-dicloroanilina (utilizada nos estudos de valida¢do (1) (2)), deve ser
testada, de preferéncia, duas vezes por ano, num intervalo de concentragio-resposta completo, para verificar
a sensibilidade da estirpe de peixe utilizada. Os laboratdrios que comecem a utilizar este ensaio devem utilizar
os produtos quimicos de referéncia. Um laboratério pode utilizar este produto quimico para demonstrar a sua
competéncia técnica na execu¢do do ensaio antes de apresentar os resultados obtidos para efeitos de regula-
mentagao.
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Produgdo de ovos

16. Os ovos de peixe-zebra podem ser produzidos através de grupos de reprodutores (em tanques individuais de
desova) ou por meio de desova massiva (em tanques de manutengdo). No caso de grupos de reprodutores,
colocam-se machos e fémeas (p. ex., num racio de 2:1), de um grupo de reprodugdo em tanques de desova
algumas horas antes do inicio da fase escura do dia anterior ao ensaio. Uma vez que os grupos de reprodutores
de peixe-zebra podem, ocasionalmente, ndo conseguir reproduzir-se, é recomendado utilizar-se paralelamente,
pelo menos, trés tanques de desova. Para evitar distor¢des estatisticas de cariz genético, os ovos sdo recolhidos
de, pelo menos, trés grupos de reproducio, misturados e selecionados aleatoriamente.

17. Para a recolha de ovos, sdo colocadas placas de desova em tanques de desova ou em tanques de manutengio
antes da fase escura do dia anterior ao ensaio, ou antes do inicio da fase de luz no dia da realiza¢io do ensaio.
Para impedir a predacdo de ovos pelos peixe-zebra adultos, as placas de desova sdo cobertas com rede de
malhas de material inerte de dimensio adequada (aproximadamente 2 * 0,5 mm). Se for considerado
necessdrio, podem ser fixadas a rede plantas artificiais de material inerte (p. ex., pldstico ou vidro), para
estimular a reproducdo (3) (4) (5) (23) (35). Devem utilizar-se materiais de pldstico resistentes que nio
contaminem (p. ex., ftalatos). O acasalamento, a desova e a fertilizacdo ocorrem num periodo de 30 minutos
ap6s o inicio da fase de luz; as placas de desova com os ovos recolhidos podem ser removidos com cuidado.
A lavagem dos ovos com dgua reconstituida depois de estes terem sido recolhidos das placas de desova é
recomendada.

Diferencia¢io dos ovos

18. A 26 °C, os ovos fertilizados passam pela primeira clivagem apds cerca de 15 minutos e as clivagens sincro-
nizadas consecutivas formam 4, 8, 16 e 32 células blastomeros (ver apéndice 3) (35). Nestas fases, os ovos
fertilizados podem ser claramente identificados, através do desenvolvimento de uma bldstula.

PROCEDIMENTO
Condicdes de exposicio

19. Vinte embrides por concentragio (um embrido por pogo) sdo expostos ao produto quimico de ensaio.
A exposicdo deve ser feita de maneira a que * 20 % da concentragio nominal do produto quimico seja
mantida durante todo o ensaio. Se isso ndo for possivel num sistema estético, deve utilizar-se um intervalo de
renovagio semiestatico manejavel (por exemplo, renovacdo a cada 24 horas). Nestes casos, importa verificar as
concentracdes de exposi¢do, no minimo, nos tratamentos com maior e menor concentragio, no inicio e no
final de cada periodo de exposicdo (ver ponto 36). Se ndo puder ser mantida uma concentracio de exposi¢io
de = 20 % da concentracdo nominal, todas as concentra¢des devem ser medidas no inicio e no final de cada
perfodo de exposicdo (ver ponto 36). No momento da renovagdo, é necessdrio tomar precaucdes para que os
embrides continuem submersos por uma pequena quantidade de solugdo de ensaio usada, de forma a evitar
a sua secagem. O planeamento do ensaio pode ser adaptado de forma a cumprir requisitos de ensaio de
substancias especificas — p. ex., fluxo continuo (24) ou sistemas de dosagem passivas (25) para substincias
facilmente degraddveis ou altamente adsorvieis (29), ou outros para substincias voldteis (36) (37). Em qualquer
caso, é necessdrio tomar precaucdes para reduzir ao minimo o stress dos embrides. Antes do inicio do ensaio,
as camaras de ensaio devem ser acondicionadas durante, pelo menos, 24 horas com as solugdes de ensaio. As
condi¢des de ensaio sdo resumidas no apéndice 2.

Concentragdes de ensaio

20. Para cumprir os requisitos estatisticos sdo necessdrias, normalmente, cinco concentragdes da substancia de
ensaio espagadas por um fator constante ndo superior a 2,2. Caso se utilizem menos de cinco concentragdes,
deve apresentar-se uma justificagdo. A concentra¢do mais elevada do ensaio deveria resultar, de preferéncia, em
100 % de letalidade; por seu turno, a concentra¢do mais baixa ndo ter efeitos observéveis, como definido no
ponto 28. Um ensaio de determinacio da gama de concentra¢des antes do ensaio definitivo permite selecionar
a gama de concentragdes adequada. A gama de concentra¢des geralmente utilizada é de dez embrides por
concentragdo. As seguintes instrugdes referem-se a realizacio do ensaio em placas de 24 pocos. Se forem
utilizadas diferentes cAmaras de ensaio (p. ex., placas de Petri pequenas) ou forem testadas mais concentracdes,
as instrucdes devem ser alteradas em conformidade.
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21. O ponto 27 e o apéndice 4 contém informagdes e instrucdes visuais para a atribuicio das concentragdes em
placas de 24 pogos.

Grupos de controlo

22. Sdo necessdrios controlos de dgua de diluicdo, tanto como controlo negativo como controlo interno da placa.
Se se observar mais de 1 embrido morto no controlo interno da placa, essa placa € rejeitada, reduzindo, assim,
o nimero de concentragdes utilizadas para determinar o valor de CL,, Se uma placa inteira for rejeitada,
a capacidade para avaliar e determinar os efeitos observados pode tornar-se mais dificil, especialmente se se
tratar da placa de controlo do solvente ou de uma placa em que os embrides tratados também sdo afetados. No
primeiro caso, o ensaio deve ser repetido. No segundo caso, a perda, na totalidade, de um ou mais grupos de
tratamento devido a mortalidade no controlo interno pode limitar a capacidade para avaliar os efeitos e
determinar os valores de CLs,.

23. Para cada lote de ovos utilizados no ensaio, é realizado um controlo positivo com uma concentracdo fixa de
4 mg/l de 3,4-dicloroanilina.

24. Caso se utilize um solvente, um grupo extra de 20 embrides é exposto a0 mesmo numa placa a parte de 24
pogos, servindo assim como amostra de controlo do solvente. Para considerar o ensaio aceitdvel, deve
demonstrar-se que o solvente ndo tém efeitos significativos sobre o tempo de eclosdo e sobrevivéncia, nem
produz quaisquer outros efeitos nocivos sobre os embrides (ver ponto 8c).

Inicio da exposicio e a duragio do ensaio

25. O ensaio ¢ iniciado o mais rapidamente possivel apés a fertilizagdo dos ovos e terminado apds as 96 horas de
exposi¢do. Os embrides devem ser imersos na solugio de ensaio antes do inicio da clivagem do blastodisco ou,
o mais tardar, na fase de 16 células. Para iniciar a exposicdo com atraso minimo, é necessdrio, pelo menos,
duplicar o ntimero de ovos em cada grupo de tratamento, selecionando-os aleatoriamente e transferindo-os
para as respetivas concentragdes e controlos (por exemplo, em placas de cristalizagio de 100 ml; os ovos
devem estar completamente submersos), o mais tardar, 90 minutos ap6s a fertilizacdo.

26. Os ovos fertilizados vidveis devem ser separados dos ovos ndo fertilizados e transferidos para placas de 24
pogos pré-acondicionadas durante 24 horas e enchidas novamente com 2 ml de solucdes de ensaio novas, no
prazo de 180 minutos apds a fertilizagdo. Por estereomicroscopia (de preferéncia com ampliagio > 30 vezes),
selecionam-se os ovos fertilizados num processo de clivagem, sem irregularidades visiveis durante a clivagem
(por exemplo, assimetria, formagdo da vesicula) nem lesdes no corién. Para a recolha e separagio dos ovos, ver
apéndice 3, figura 1 e 3 e apéndice 4, figura 2.

Distribuicio dos ovos nas placas de 24 pogos
27. Os ovos sdo distribuidos pelas placas nas seguintes quantidades (ver também o anexo 4, fig. 1)
— 20 ovos numa placa para cada concentragdo de ensaio;
— 20 ovos numa placa como controlo do solvente (se necessario);
— 20 ovos numa placa como controlo positivo;
— 4 ovos em dgua de diluicio como controlo interno da placa em cada uma das placas anteriores;

— 24 ovos em dgua de diluigio numa placa como controlo negativo.
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28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

Observacdes

As observagdes apicais realizadas em cada embrido testado incluem o seguinte: coagulagio dos embrides,
auséncia de formagio dos somitos, ndo separagio da cauda e auséncia de batimentos cardiacos (quadro 1).
Estas observacdes sdo utilizadas para a determinagio de letalidade: qualquer resultado positivo numa destas
observagdes significa que o embrido de peixe-zebra estd morto. Além disso, regista-se a eclosdo diariamente
nos grupos de tratamento e controlo a partir das 48 horas. As observagdes sio registadas a cada 24 horas, até
ao final do ensaio.

Quadro 1

Observagdes apicais da toxicidade aguda em embrides de peixe-zebra 24-96 horas ap6s a fertilizagdo.

Tempos de exposicdo
24 horas 48 horas 72 horas 96 horas
Embrides coagulados + + + +
Auséncia de formacio dos somitos + + + +
Nio separacdo da cauda + + + +
Auséncia de batimentos cardfacos + + +

Coagulagio do embrido: Os embrides coagulados tém uma coloracdo branca leitosa e sdo escuros na visualizacdo
ao microscopico (ver apéndice 5, fig. 1). O nimero de embrides coagulados é determinado apés 24, 48, 72 ¢
96 horas.

Auséncia de formagio dos somitos: A 26 £ 1 °C, formaram-se cerca de 20 somitos ap6s 24 horas (ver apéndice 5,
figura 2) em embrides de peixe-zebra com desenvolvimento normal. Um embrido normalmente desenvolvido
exibe movimentos espontineos (contragdes lado a lado). Os movimentos espontineos indicam a formagio de
somitos. A auséncia de somitos é registada apds 24, 48, 72 e 96 horas. A ndo formacdo de somitos pode
dever-se a um atraso geral no desenvolvimento. O mais tardar até 48 horas, deverd observar-se a formacio de
somitos. Se ndo for o caso, os embrides sdo considerados mortos.

Auséncia de separagio da cauda: Em embrides de peixe-zebra com desenvolvimento normal, observa-se
a separagdo da cauda (ver apéndice 5, figura 3) a partir do saco vitelino apds o dltimo alongamento do
embrido. A auséncia de separacdo da cauda é registada apés 24, 48, 72 e 96 horas.

Auséncia de batimentos cardiacos: Em embrides de peixe-zebra com desenvolvimento normal a 26 + 1 °C, os
batimentos cardfacos sdo visiveis apos 48 horas (ver apéndice 5, figura 4). Deve ter-se um cuidado especial
quando se regista este pardmetro, uma vez que batimento cardiaco irregular (errdtico) ndo deve ser registado
como letal. Além disso, batimento cardiaco visivel sem circulacio na aorta abdominal é considerado ndo-letal.
Para registar este pardmetro, os embrides ndo apresentem batimento cardiaco devem ser observados numa
ampliacio minima de 80 x durante, pelo menos, um minuto. A auséncia de batimento cardiaco é registada
apds 48, 72 e 96 horas.

As taxas de incubagdo de todos os grupos de tratamentos e de controlo devem ser registadas a partir das
48 horas, e descritas no relatério. Embora a incubag¢io ndo seja um pardmetro utilizado para o cdlculo da CL,
assegura a exposi¢do do embrido sem uma potencial fun¢io de barreira do corién, e, como tal, pode auxiliar
na interpretagdo dos resultados.

Os apéndices 3 e 5 contém descri¢des pormenorizadas do desenvolvimento normal (35) e exemplos do
desenvolvimento anormal de embrides de peixe-zebra.

28.4.2017



28.4.2017 Jornal Oficial da Unido Europeia L 112/353

Determinacdes analiticas

35. No inicio e no final do ensaio, medem-se o pH, a dureza total e a condutividade no(s) grupo(s) controlo(s) e na
maior concentragdo do produto quimico de ensaio. Em sistemas de renovagdo semiestitico, o pH deve ser
medido antes e depois da renovagio da dgua. A concentracio de oxigénio dissolvido é medida no final do
ensaio nos controlos negativos e no tratamento com concentragio de ensaio mais elevada com embrides
vidveis, os quais devem ser conformes com os critérios de validade do ensaio (ver ponto 8, alinea f). Se houver
a temperatura puder variar entre as placas de 24 pocos, a dev ser medida em trés recipientes selecionados
aleatoriamente. Durante o ensaio, a temperatura deve ser registada, de preferéncia, continuamente ou, no
minimo, diariamente.

36. Num sistema estdtico, a concentragdio do produto quimico de ensaio deve ser medida, no minimo, nos
tratamentos com maior e menor concentracdo, mas, de preferéncia, em todos os tratamentos, no inicio e no
final do ensaio. Para os ensaios semiestdticos (de renovagdo), em que a concentragdo do produto quimico de
ensaio se deve manter no intervalo de + 20 % dos valores nominais, recomenda-se que, no minimo,
a concentracdo de ensaio mais elevada e a menor sejam analisadas quando acabam de ser preparadas e imedia-
tamente antes da renovacdo. Para os ensaios em que ndo é de prever que a concentra¢io do produto quimico
em estudo se mantenha no intervalo de £ 20 % do valor nominal, é necessdrio analisar todas as concentracdes
de ensaio no momento em que as solugdes acabam de ser preparadas e imediatamente antes da renovagio. Em
caso de volume insuficiente para andlise, pode ser ttil a fusdo de solu¢des de ensaio ou a utilizacdo de camaras
alternativas do mesmo material, com o mesmo racio volume/superficie das placas de 24 pocos. Recomenda-se
vivamente que os resultados se baseiem nas concentra¢des medidas. Se as concentra¢des ndo se mantiverem no
intervalo de 80-120 % da concentra¢cio nominal, as concentragdes com efeitos devem ser expressas relati-
vamente a média geométrica das concentragdes medidas; para mais detalhes, ver o capitulo 5 do Guidance
Document da OCDE Aquatic Toxicity Testing of Difficult Substances and Mixtures (28).

ENSAIO NO LIMITE

37. Pode efetuar-se, utilizando os procedimentos descritos no presente método de ensaio, um ensaio no limite com
uma concentra¢io de 100 mg/l do produto quimico de ensaio, ou até ao respetivo limite de solubilidade no
meio de ensaio (se este for inferior), a fim de demonstrar que a CL;, é superior aquela concentragio. O ensaio
no limite deverd utilizar 20 embrides no tratamento, no controlo positivo e — se necessdrio — no controlo do
solvente, e 24 embrides no controlo negativo. Se a percentagem de letalidade na concentracio testada for
superior a mortalidade no controlo negativo (ou no controlo do solvente) em 10 %, deverd realizar-se um
estudo completo. Devem regsitar-se quaisquer efeitos observados. Caso a mortalidade seja superior a 10 % no
controlo negativo (ou no controlo do solvente), o ensaio ndo é vilido e deve ser repetido.

RESULTADOS E RELATORIO
Tratamento dos resultados

38. Neste ensaio, cada poco é considerado uma réplica independente para andlise estatistica. As percentagens de
embrides em que, pelo menos, uma das observagdes apicais é positiva as 48 efou a 96 horas sdo
posteriormente representadas num grafico, em fungio das concentragdes testadas. Para o calculo do declive da
curva, os valores de CL;, e os limites de confianca (95 %), devem ser aplicados métodos estatisticos adequados
(38) e consultado o Guidance Document da OCDE intitulado Current Approaches in the Statistical Analysis of
Ecotoxicity Data (39).

Relatério do ensaio

39. O relatério do ensaio deve incluir as seguintes informagdes:
Produto quimico de ensaio:
Substincia monocomponentes:

— aspeto fisico, solubilidade em dgua e outras propriedades fisico-quimicas relevantes;
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— dados de identificagdo quimica, como as denominagdes ITUPAC ou CAS, nimero CAS, cédigo SMILES ou
InChl, férmula estrutural, pureza, identidade quimica das impurezas, caso se justifique e seja exequivel, etc.
(incluindo o teor de carbono organico, se for o caso).

Substancia multicomponentes, UVCB e mistura:

— caracterizada, na medida do possivel, pela identidade quimica (ver acima), ocorréncia quantitativa e
propriedades fisico-quimicas relevantes dos componentes.

Organismos sujeitos a ensaio:

— nome cientifico, estirpe, fonte e método de recolha dos ovos fertilizados e posterior manuseamento.
Condigdes de realizacdo dos ensaios:

— procedimento de ensaio utilizado (por exemplo, renovacdo semiestdtica);

— fotoperiodo;

— planeamento do ensaio (por exemplo, o niimero de camaras de ensaio, tipos de controlos);

— caracteristicas de qualidade da dgua na manutencio dos peixes (p. ex., pH, dureza, temperatura, conduti-
vidade e oxigénio dissolvido);

— concentragio de oxigénio dissolvido, pH, dureza total, temperatura e condutividade da solugdo de ensaio no
inicio e apds 96 horas;

— método de preparacio das solugdes-padrio e solugdes de ensaio, bem como a frequéncia de renovagio;
— justificagdo da utilizacdo e da escolha do solvente, se ndo for dgua;

— concentragdes nominais testadas e resultado de todas as andlises efetuadas para determinagio da
concentragdo do produto quimico de ensaio nos recipientes de ensaio; a eficiéncia de recuperagio do
método e do limite de quantificagdo (LoQ) também deverdo ser registados;

— elementos comprovativos de que os controlos satisfizeram os critérios de validade;

— taxa de fertilizacdo dos ovos;

— taxa de incubagdo nos grupos de tratamento e de controlo.

Resultados:

— valor da mais elevada concentragdo que ndo provoca mortalidade durante o periodo do ensaio;
— valor da menor concentragio que provoca 100 % de mortalidade durante o periodo do ensaio;
— mortalidade cumulativa para cada concentragdo nos periodos de observagio recomendados;

— valores de CL, as 96 horas (e, facultativamente, as 48 horas) para a mortalidade com limites de confianga
a 95 %, se possivel;

— gréfico da curva concentragdo-mortalidade no final do ensaio;

— mortalidade nos controlos (controlos negativos, controlos internos da placa, bem como controlo positivo e
qualquer controlo do solvente utilizado);

— dados sobre os resultados de cada uma das quatro observacdes apicais;

— incidéncia e descrigdo de anomalias morfolgicas e fisioldgicas, se for caso disso (ver exemplos
apresentados no apéndice 5, figura 2);

— incidentes no decurso do ensaio que poderiam ter influenciado os resultados;
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— andlise estatistica e tratamento de dados (andlise da funcio probit, modelo de regressdo logistica e média
geométrica para a CL;);

— declive e limites de confianga da regressdo (transformado) da curva concentracdo-resposta.
Qualquer desvio do método de ensaio e explicages pertinentes.

Discussdo e interpretagdo dos resultados.
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Apéndice 1

DEFINICOES

Parimetro apical: Indicador de efeitos ao nivel de toda a populacio.

Bldstula: Formagio celular em torno do polo animal que abrange uma parte determinada do saco vitelino.
Produto quimico: Substincia ou mistura.

Epibole: Enorme proliferacio de, predominantemente, células epidérmicas na fase de gastrulagio do embrido e
o seu movimento da zona dorsal para a zona ventral, através do qual, as camadas celulares endodérmicas sio
integradas num processo tipo de invaginacio e o saco vitelino é incorporado no embrido.

Ensaio de fluxo continuo: Um ensaio com fluxo continuo de solu¢bes de ensaio através do sistema de ensaio,
durante o periodo de exposigio.

Controlo Interno da Placa: Controlo interno com 4 pocos cheios com dgua de dilui¢do por placa de 24 pogos,
com vista a identificar potencias contaminagdes das placas pelo fabricante ou pelo investigador durante o processo
e qualquer efeito da placa que possa influenciar o resultado do ensaio (p. ex., gradiente de temperatura).

IUPAC: Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada.
Agua de manutengdo: Agua onde a criacio dos peixes adultos é realizada.

Concentragio Letal Média (CL 50): Concentracdo do produto quimico em estudo que se estima ser letal para
50 % dos organismos de ensaio durante o ensaio.

Ensaio semiestdtico com renovagdo: Ensaio com renovagdo frequente das solugdes de ensaio apds periodos de
tempo determinados (por exemplo, a cada 24 horas).

SMILES: Simplified Molecular Input Line Entry Specification

Somito: No desenvolvimento do embrido vertebrado, os somitos sio massas de mesoderme distribuidos
lateralmente ao tubo neural, que acabard por desenvolver derme (dermdtomo), musculo esquelético (mi6tomo) e
vértebras (escler6tomo).

Ensaio estdtico: Ensaio em que as soluches de ensaio permanecem inalteradas durante o periodo do ensaio.
Produto quimico de ensaio: Qualquer substincia ou mistura & qual seja aplicado este método de ensaio.

UVCB: Substancias de composi¢do desconhecida ou varidvel, produtos de reacdo complexos ou materiais
bioldgicos.
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Apéndice 2

MANUTENCAO, REPRODUCAO E CONDICOES NORMAIS PARA OS ENSAIOS DE TOXICIDADE
AGUDA EM EMBRIOES DE PEIXE-ZEBRA

Peixe-zebra (Danio rerio)

Origem da espécie India, Birmania, Malaca, Samatra

Dimorfismo sexual Fémeas: ventre proeminente, quando transportam ovos
Machos: mais fino, e coloragio alaranjada entre listras longitudinais azuis
(especialmente patente na barbatana anal)

Alimentagdo Alimento seco em flocos (max. 3 % do peso dos peixes por dia) 3-5 vezes
por dia; além disso, nduplios de artémia (Artemia sp.) efou pequenos dafnideos
de dimensdo adequada proveniente de uma fonte ndo contaminada. O ali-
mento vivo constitui uma fonte de enriquecimento ambiental e, por conse-
guinte, deve ser dado, sempre que possivel. Para garantir a mdxima qualidade
da dgua, alimento em excesso e os excrementos devem ser retirados cerca de
uma hora apds a alimentagio.

Peso aproximado do peixe adulto | Fémeas:0,65 0,13 g
Machos: 0,5 £0,1 g

lluminacio Lampadas fluorescentes (espetro largo); 10-20 pE/m?[s, 540-1 080 lux ou 50-
-100 ft-c (niveis ambientes no laboratdrio) 12-16 horas de fotoperiodo

Temperatura da dgua 26 1 °C

Qualidade da dgua 0, > 80 % de saturacdo, dureza: por exemplo, ~ 30-300 mg/l CaCO,, NO,: <

48mg/l, NH,* e NO,: <0,001 mg/l, cloro residual < 10 pg/l, cloro organico
total < 25 ng/l, pH = 6,5 — 8,5

Outros critérios de quali- | Particulas em suspensdo < 20 mg/l, carbono organico total < 2 mg/l, pestici-
dade da dgua das organofosforados totais < 50 ng/l, soma dos pesticidas organoclorados to-
tais e bifenilos policlorados < 50 ng/l

Dimensio dos reservatdrios | por exemplo, 180 1, 1 peixe/l
para manutencao

Manutencdo dos peixes progenitores

Purificagdo de dgua Permanente (carvdo vegetal filtrado); outras possibilidades incluem combina-
¢Oes com sistemas de manutencdo de renovagio semiestitica ou com sistemas
de fluxo continuo com renovagdo continua da dgua

Recomendado o ricio de | 2: 1 (ou desova massiva)
reprodutores macho/fémea

Tanques de desova por exemplo, tanques de 4 1 equipados com grelhas de aco no fundo e plantas
artificiais como estimulantes de reprodugdo; mantas de aquecimento externo
ou desova massiva nos tanques de manutencio

Estrutura e aspeto do ovo Cérion estdvel (ou seja, altamente transparentes, ndo pegajoso, didmetro ~
0,8-1,5 mm)
Taxa de desova Uma tnica fémea madura deposita, pelo menos, 50-80 ovos por dia. Em fun-

¢do da estirpe, as taxas de desova podem ser consideravelmente mais elevadas.
A taxa de fertilizacdo deve ser = 70 %. Para os peixes a desovarem pela pri-
meira vez, as taxas de fertilizagdo dos ovos podem ser mais baixas nas primei-
ras desovas.

Tipo de ensaio Estdtico, de renovacdo semiestdtica, por fluxo continuo, 26 + 1 °C, cAmaras
de ensaio condicionadas 24 horas (por exemplo, placas de 24 pocos 2,5-5 ml
por cavidade)
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Apéndice 3

DESENVOLVIMENTO NORMAL DO PEIXE-ZEBRA A 26 °C

Figura 1: Fases iniciais de desenvolvimento de peixe-zebra (Danio rerio) selecionadas: 0,2-1,75 horas apds

fertilizacdo (de Kimmel et al, 1995 (35)). A sequéncia temporal do desenvolvimento normal, pode ser tida em

consideragdo com vista a diagnosticar tanto a fertilizagdo como a viabilidade de ovos (ver ponto 26: Selecdo de
ovos fertilizados).
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Figura 2: Fases finais de desenvolvimento de peixe-zebra (Danio rerio) selecionadas (embrido sem o cérion para
otimizar a visibilidade): 22-48 horas pés-fertilizacdo (de Kimmel et al., 1995 (35)).
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Figura 3: Desenvolvimento normal de embrides de peixe-zebra (Danio rerio): (1) 0,75 horas, fase de 2 células;
(2) 1 hora, fase de 4 células; (3) 1,2 horas, fase de 8 células; (4) 1,5 horas, fase de 16 células; (5) 4,7 horas, inicio da
epibole; (6) 5,3 horas, aproximadamente 50 % da epibole (de Braunbeck & Lammer 2006 (40))
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Apéndice 4

Figura 1

Disposicio das placas de 24 pocos
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Figura 2

Ilustracio do ensaio de toxicidade aguda em embrides de peixe-zebra (da esquerda para a direita): producio
de ovos, recolha dos ovos, pré-exposi¢do imediatamente ap6s a fertilizagdo em recipientes de vidro, selecio de ovos
fertilizados com um microscépio invertido ou binocular e distribui¢do de ovos fertilizados em placas de 24 pogos
preparados com as respetivas concentra¢des/controlos de ensaio, n = nimero de ovos necessirios por
concentragdo/controlo de ensaio (neste caso 20), hpf = horas pés-fertilizagio.
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Apéndice 5

ATLAS DOS PARAMETROS LETAIS PARA O ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA EM EMBRIOES DE
PEIXE-ZEBRA

Os seguintes pardmetros apicais indicam a toxicidade aguda e, consequentemente, a morte dos embrides:
coagulacdo do embrido, ndo separagio de cauda, falta de formacdo dos somitos e auséncia de batimentos cardiacos.
As seguintes micrografias foram selecionados para ilustrar estes parametros.

Figura 1

Coagulacio do embrido:

Através de microscopia de campo claro, embrides de peixe-zebra coagulados mostram uma variedade de inclusdes
ndo transparentes.

Figura 2

Falta de formagio dos somitos:
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Embora o consequente atraso no desenvolvimento de aproximadamente 10 horas, o embrido de peixe-zebra com
24 horas de idade (a) mostra somitos bem desenvolvidos (—), enquanto que o embrido (b) ndo revela qualquer sinal
de formagdo de somitos (—). Embora apresentando um edema pronunciado no saco vitelino (*), o embrido de
peixe-zebra com 48 horas de idade (a) mostra somitos em fases de desenvolvimento distintos (—), enquanto que
o embrido de peixe-zebra com 96 horas de idade ilustrado em (d) ndo mostra qualquer sinal de formagdo de
somitos Note-se também a curvatura da coluna vertebral (escoliose) e o edema pericdrdico (*) no embrido indicados

em (d).

Figura 3

Nio separagio do broto da cauda em vista lateral

(a: —; embrido de peixe-zebra com 96 horas de idade). Note-se também a falta do broto do olho (¥).

Figura 4

A auséncia de batimentos cardiacos

A auséncia de batimentos cardiacos é, por defini¢do, dificil de ilustrar numa micrografia. A auséncia de batimentos
cardiacos € indicada pela nio convulsio do coragdo (seta dupla). A imobilidade das células sanguineas, por exemplo
na aorta abdominal (— na insercio) ndo é um indicador de auséncia de batimentos cardiacos. Note-se também
a falta de formacdo de somitos neste embrido (*, homogéneo e ndo por aparéncia segmentar dos tecidos
musculares). O tempo de observagdo para registar a auséncia de batimentos cardiacos deve ser pelo menos de um
minuto, com uma ampliacio minima de 80 x.
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C.50 Ensaio de toxicidade em Myriophyllum spicatum sem sedimentos
INTRODUGCAO

1. O presente método de ensaio é equivalente ao Test Guideline 238 (2014) da OCDE. Foi concebido para avaliar
a toxicidade de produtos quimicos para a espécie Myriophyllum spicatum, uma dicotiledénea subaqudtica
pertencente a familia da pinheirinha-de-dgua. Baseia-se no atual método de ensaio ASTM (1), modificado como
um sistema de ensaio isento de sedimentos (2), para estimar a ecotoxicidade intrinseca dos produtos quimicos
em estudo (independente da distribui¢do/do comportamento do produto quimico em estudo entre a dgua e os
sedimentos). Na fase aquosa, a complexidade analitica de um sistema de ensaio sem sedimentos é baixa (apenas
na fase aquosa) e os resultados podem ser analisados em paralelo efou comparados com os resultados obtidos
no ensaio com Lemna sp. (3); além disso, as condi¢des de esterilidade necessdrias permitem manter os efeitos
dos microrganismos e das algas (absor¢do quimica/degradagio, etc.) a um nivel tio baixo quanto possivel. Este
ensaio ndo substitui outros ensaios de toxicidade em meio aqudtico; deverd, isso sim, complementd-los de
modo a possibilitar uma avaliagio mais completa dos riscos e dos perigos para a planta aqudtica. O método de
ensaio foi validado por um estudo interlaboratorial (4).

2. Descrevem-se os pormenores do ensaio com renovagdo (semiestatico) e sem renovacdo (estatico) da solugdo de
ensaio. Consoante os objetivos do ensaio e os requisitos regulamentares, recomenda-se a utilizagdo do método
semiestdtico, por exemplo, para as substincias que desaparecem rapidamente da solu¢do por efeito de volati-
lizacdo, adsorgdo, fotodegradagdo, hidrdlise, precipitacdo ou biodegradacdo. Para mais orienta¢des, consultar
a referéncia bibliogréfica (5). Este método de ensaio aplica-se a substancias em relagio as quais o método tenha
sido validado — para mais pormenores, ver o relatério do estudo interlaboratorial (4) — ou a formulag¢des, ou
misturas conhecidas; se uma mistura for objeto de ensaio, os seus constituintes devem ser, tanto quanto
possivel, identificados e quantificados. O método de ensaio de Myriophyllum spicatum sem sedimentos
complementa o ensaio de toxicidade de Myriophyllum spicatum dgua-sedimento (6). Antes da aplicagdo do
método para o ensaio de uma mistura com fins regulamentares, importa ponderar se, e em caso afirmativo,
por que motivo, o método pode proporcionar resultados adequados para o efeito. Essas consideragdes ndo sio
necessarias se existir um requisito regulamentar para o ensaio da mistura.

PRINCIPIO DO ENSAIO

3. Fazem-se culturas de plantas da espécie Myriophyllum spicatum em crescimento continuo (apenas em meio de
cultura de Andrews modificado, ver apéndice 2), com diferentes concentragdes do produto quimico em estudo,
por um periodo de 14 dias, num sistema de ensaio sem sedimentos. O objetivo do ensaio consiste em
quantificar os efeitos do produto quimico em estudo sobre o crescimento vegetativo durante aquele periodo,
com base na avaliacio de determinadas varidveis de medigdo. O crescimento do comprimento dos rebentos,
ramos laterais e raizes, bem como o desenvolvimento do peso fresco e do peso seco e o aumento de verticilos,
sdo as varidveis de medi¢do. Além disso, tém-se em conta alteragdes qualitativas distintivas nos organismos de
ensaio, tais como a desfiguragdo ou clorose e necrose, indicadas por colora¢do amarelada ou branca e castanha.
Para quantificar os efeitos relacionados com o produto quimico em estudo, compara-se o crescimento nas
solugdes de ensaio com o dos controlos e determina-se a concentragdo que causa uma inibi¢do de x % no
crescimento, expressa como EC; «x» pode ser qualquer valor dependente dos requisitos regulamentares — p.
ex., EC,,, EC,,, ECs,. De notar que as estimativas dos valores de EC,, e EC,, sdo apenas fidveis e adequadas nos
ensaios em que os coeficientes de variagdo nas plantas do controlo sejam inferiores ao nivel de efeito estimado,
ou seja, os coeficientes de variagdo devem ser < 20 % para a estimativa sélida de uma EC,.

4. Deve determinar-se tanto a taxa média de crescimento especifico (calculada com base em avaliacdes do
comprimento do rebento principal e em trés outras varidveis de medi¢do) como o rendimento (calculado
a partir do aumento do comprimento do rebento principal e de trés outras varidveis de medigdo) das plantas
tratadas e ndo tratadas. A taxa de crescimento especifico (r) e o rendimento (y) sdo posteriormente utilizados
para determinar a EC, (p. ex., EC,,, EC,,, ECy) ea EC, (p. ex., E C,, E Cy, E C5), respetivamente.

5. Por outro lado, a menor concentracdo com efeito observdvel (LOEC) e a concentragdo sem efeitos observaveis
(NOEC) podem ser determinadas estatisticamente.
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INFORMACOES SOBRE O PRODUTO QUfMICO EM ESTUDO

6. Deve utilizar-se um método analitico com sensibilidade adequada para a quantificagdo do produto quimico no
meio de ensaio. As informagdes sobre o produto quimico em estudo que poderdo ser tteis para estabelecer as
condicdes do ensaio sdo, entre outras, a formula estrutural, a pureza e as eventuais impurezas, a solubilidade
em 4gua, a estabilidade a luz e em dgua, a constante de dissociacdo (pK,), o coeficiente de particio octanol-
-dgua (K, ), a pressio de vapor e a biodegradabilidade. A solubilidade em dgua e a pressdo de vapor podem ser
utilizadas para calcular a constante da Lei de Henry, que indicard a probabilidade da ocorréncia de perdas
significativas do produto quimico em estudo durante o periodo de ensaio. Dessa forma, contribuird para
indicar se é necessdrio adotar medidas especificas para o controlo dessas perdas. Nos casos em que as
informagdes sobre a solubilidade e a estabilidade do produto quimico em estudo forem imprecisas, recomenda-
-se que estes pardmetros sejam avaliados nas condi¢des do ensaio, ou seja, com os mesmos meio de cultura,
temperatura e regime de iluminagdo que se utilizardo no ensaio.

7. O controlo do pH do meio ¢ particularmente importante, por exemplo, no caso dos ensaios com metais ou
substancias hidroliticamente instdveis. Para mais pormenores sobre o ensaio de produtos quimicos cujas
propriedades fisico-quimicas dificultam o ensaio, consultar o documento de orienta¢des da OCDE (5).

VALIDADE DO ENSAIO

8. Para que o ensaio seja vélido, o tempo de duplicagio do comprimento do rebento principal no grupo de
controlo deve ser inferior a 14 dias. Utilizando os meios e as condi¢des de ensaio descritos no presente
método, este critério pode ser cumprido através de um regime de ensaio estdtico ou semiestatico.

9. O coeficiente médio de variacio do rendimento, com base em medi¢des do peso fresco dos rebentos (ou seja,
do inicio ao fim do ensaio) e em outras varidveis de medi¢do (ver ponto 37), nas culturas de controlo, nio
deve exceder 35 % entre os replicados.

10. Mais de 50 % dos replicados do grupo de controlo sio mantidos esterilizados durante o periodo de exposi¢ido
de 14 dias, o que significa que, visivelmente, ndo estio contaminados por outros organismos, como algas,
fungos e bactérias (solucdo limpida). Nota: As orientagdes sobre a forma de avaliar a esterilidade sio
apresentadas no relatério do estudo interlaboratorial (4).

PRODUTO QUIMICO DE REFERENCIA

11. Para a verificacdo do procedimento de ensaio, podem ser ensaiados um ou mais produtos quimicos de
referéncia, como o 3,5-diclorofenol (3,5-DCP), que se utiliza no estudo interlaboratorial (4); a partir dos dados
do estudo interlaboratorial, os valores médios de EC;, do 3,5-DCP para as diferentes varidveis de resposta (ver
pontos 37-41 do presente método de ensaio) situam-se entre 3,2 mgfl e 6,9 mg/l (ver relatério do estudo
interlaboratorial para informacdes sobre o intervalo de confianga destes valores). E aconselhdvel submeter
a ensaio um produto quimico de referéncia pelo menos duas vezes por ano ou, se os ensaios forem realizados

com menor frequéncia, em paralelo com a determinagdo da toxicidade do produto quimico em estudo.

DESCRICAO DO METODO
Equipamento

12. Todos os equipamentos que entram em contacto com os meios de ensaio devem ser de vidro ou de outro
material quimicamente inerte. O material de vidro utilizado para culturas e ensaios deve ser isento de quaisquer
contaminantes quimicos que possam passar para o meio de ensaio e deve ser esterilizado. Os recipientes de
ensaio devem ser suficientemente grandes para que os rebentos nos recipientes de controlo possam crescer na
fase aquosa sem atingir a superficie do meio de ensaio no final do mesmo. Recomendam-se tubos de ensaio de
vidro de borossilicato de paredes espessas sem rebordo, didmetro interior de aproximadamente 20 mm,
comprimento de aproximadamente de 250 mm e com tampas de aluminio.

13. Uma vez que o meio de cultura de Andrews modificado contém sacarose (que estimula o crescimento de
fungos e bactérias), as solugdes de ensaio devem ser preparadas em condicdes estéreis. Todos os liquidos, bem
como o equipamento, sio esterilizados antes da utilizacdo. A esterilizagdo é efetuada por tratamento com ar
aquecido (210 °C), durante 4 horas ou em autoclave durante 20 minutos a 121 °C. Além disso, todos os
frascos, pratos, vasos, etc., e outros equipamentos, sio submetidos a tratamento a chama numa bancada de
trabalho estéril, imediatamente antes da utilizacio.
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14. As culturas e os recipientes de ensaio nio devem ser conservados juntos. Para tal, o melhor serd utilizar
camaras de crescimento, incubadoras ou mesmo salas separadas. A iluminagdo e a temperatura devem ser
controldveis e mantidas a um nivel constante.

Organismo de ensaio

15. OMyriophyllum spicatum — uma dicotiledonea subaqudtica — é uma espécie da familia da pinheirinha-de-dgua.
Entre junho e agosto, flores rosa-esbranquicadas impercetiveis assomam acima da superficie da dgua. As
plantas estio enraizadas no solo por um sistema sdlido de rizomas e podem ser encontradas em dguas
eutrdficas ndo poluidas e em dguas minerais mais calcificadas com substrato enlameado, em todo o hemisfério
norte. A espécie Myriophyllum spicatum prefere dgua doce, mas também ¢é encontrada em dguas salobras.

16. Para o ensaio de toxicidade sem sedimentos, sdo necessdrias plantas estéreis. Se o laboratdrio ndo dispuser de
culturas regulares de Myriophyllum spicatum, é possivel obter material vegetal estéril de outro laboratério, ou
extrair material vegetal ndo estéril do campo ou ainda obté-lo através de um fornecedor comercial; se as
plantas forem provenientes do campo, deve prever-se uma verificagio taxondémica da espécie. Quando forem
recolhidas no campo ou obtidas através de um fornecedor comercial, as plantas devem ser esterilizadas (1) e
mantidas em cultura no mesmo meio que serd utilizado para o ensaio durante, pelo menos, oito semanas antes
do mesmo. Os locais de colheita no campo onde se faz a recolha de culturas de arranque devem estar isentos
de fontes evidentes de poluicio. E necessirio tomar precaucdes especiais para garantir que é obtida a espécie
correta na recolha de Myriophyllum spicatum no campo, especialmente nas regides em que esta é capaz de se
cruzar com outras espécies de Myriophyllum. Caso sejam obtidas de outro laboratério, as plantas devem ser
mantidas da mesma forma durante, pelo menos, trés semanas. Deve ser sempre indicada a origem do material
vegetal e da espécie utilizada para o ensaio.

17. A qualidade e a uniformidade das plantas utilizadas para o ensaio terdo influéncia significativa no resultado,
pelo que as mesmas devem ser selecionadas cuidadosamente. Devem utilizar-se plantas jovens, de crescimento
rapido e sem lesdes ou descoloragio (clorose) visiveis. O apéndice 4 apresenta mais informagdes sobre
a preparacdo do organismo de ensaio.

Cultura

18. Para reduzir a frequéncia da manutencdo das culturas — por exemplo, durante os periodos em que ndo se
prevejam ensaios com Mpyriophyllum —, estas podem ser conservadas em ambiente escuro e a baixa
temperatura (50 pE m-2s-1, 20 + 2 °C). O apéndice 3 apresenta mais informagdes sobre as técnicas de cultura.

19. Pelo menos 14 a 21 dias antes do ensaio, um nimero suficiente de organismos de ensaio serd transferido, em
condigdes asséticas, para meio fresco esterilizado e cultivado durante 14 a 21 dias nas condi¢des de ensaio,
como pré-cultura. O apéndice 4 apresenta mais informagdes sobre as técnicas de pré-cultura.

Meio de ensaio

20. Apenas um meio nutriente é recomendado para Myriophyllum spicatum num sistema de ensaio sem sedimentos,
conforme descrito no apéndice 2. Recomenda-se uma modificagio do meio de cultura de Andrews para as
culturas e os ensaios com Myriophyllum spicatum, como se descreve em (1). A partir de cinco solugdes de
reserva de nutrientes, elaboradas separadamente com adigdo de sacarose a 3 %, prepara-se o meio de cultura de
Andrews modificado. O apéndice 2 apresenta mais informagdes sobre a preparagio do meio.

21. Para a obtengdo de solugdes de ensaio (por dilui¢do conforme adequado), é necessdrio o meio de cultura de
Andrews modificado e dez vezes concentrado. A composi¢do deste meio é dada no apéndice 2.

Solucdes de ensaio

22. As solugdes de ensaio sdo geralmente preparadas por dilui¢do de solucdes de reserva. As solucdes de reserva
do produto quimico em estudo sio normalmente preparadas por dissolugio do produto quimico em dgua
desmineralizada (destilada ou desionizada). A adicdo dos nutrientes é realizada utilizando o meio de cultura de
Andrews modificado e dez vezes concentrado.
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23. As solucdes de reserva do produto quimico em estudo podem ser esterilizadas em autoclave a 121 °C durante
20 minutos ou por filtragdo através de membrana, desde que a técnica de esterilizagdo utilizada ndo desnature
o produto quimico em estudo. As solugdes de ensaio podem também ser preparadas em dgua desmineralizada
ou meio, em condicdes estéreis. A termoestabilidade e a adsor¢do sobre diferentes superficies devem ser
ponderadas na seledo do processo de esterilizagio das solugdes de reserva do produto quimico em estudo. Por
isso, recomenda-se que as solugdes de reserva sejam preparadas em condicdes estéreis, ou seja, utilizando
material estéril para a dissolu¢io do produto quimico em estudo em dgua esterilizada e em condigdes de
esterilidade (por exemplo, esterilizagdo a chama, dispositivos de fluxo laminar, etc.). Esta técnica de preparagdo
de solugdes de reserva esterilizadas ¢ vdlida tanto para as substincias como para as misturas.

24. A concentragio mais elevada do produto quimico em estudo no ensaio nio deve, normalmente, ser superior
ao limite de solubilidade em dgua do produto nas condicdes de ensaio. No caso de produtos quimicos com
baixa solubilidade em dgua, poderd ser necessdrio preparar uma solugdo de reserva concentrada ou dispersar
o produto por meio de um dispersante ou solvente orgénico, de modo a facilitar a adi¢do de quantidades
exatas do produto quimico ao meio de ensaio e as suas dispersdo e dissolu¢do. Devem ser desenvolvidos todos
os esforcos para evitar utilizar materiais desse tipo. A utilizagdo de dispersantes ou de solventes auxiliares ndo
devera acarretar qualquer fitotoxicidade. A acetona e a dimetilformamida, por exemplo, incluem-se entre os
solventes mais comuns que ndo causam fitotoxicidade em concentracdes até 100 pl/l. Caso se utilize um
dispersante ou um solvente, deve especificar-se a sua concentragio final, tdo baixa quanto possivel (< 100 plfl),
e todos os recipientes de exposigdo e de controlo devem ser expostos a mesma concentracdo de dispersante ou
solvente. Para mais orientac¢es sobre a utilizagdo de dispersantes, consultar a referéncia bibliografica (5).

Grupos de ensaio e de controlo

25. O conhecimento prévio da toxicidade do produto quimico em estudo para a Myriophyllum spicatum —
determinada com base nos resultados de ensaios de determinacio da gama de concentra¢des — permite uma
mais ficil escolha das concentragdes a utilizar no ensaio. No ensaio de toxicidade definitivo, devem,
geralmente, estudar-se cinco (tal como no ensaio de inibicio de crescimento com Lemna, capitulo C.26 do
presente anexo) a sete concentragdes de ensaio, em progressio geométrica; devem ser escolhidas de modo
a que os valores da NOEC e da EC;, sejam abrangidos pela gama de concentragdes (ver abaixo). De preferéncia,
o fator de separagdo entre as concentra¢des de ensaio ndo deve ser superior a 3,2; no entanto, poderd ser
utilizado um valor mais elevado quando a curva de concentragio-resposta for pouco pronunciada. Deve
apresentar-se uma justificacdo caso se utilizem menos de cinco concentragdes. Devem ser utilizados pelo
menos cinco replicados de cada concentragio de ensaio.

26. Para efeitos da definicio da gama de concentragdes (tanto nos ensaios de determinagdo da gama quanto nos
ensaios de toxicidade definitivos) devem tomar-se em conta os seguintes elementos:

Para a determinagdo de uma EC, as concentragdes de ensaio devem abranger o valor da EC, de modo
a garantir um nivel de confianca apropriado. Por exemplo, para a determinagio da EC;,, a concentracio de
ensaio mais elevada deve ser superior ao valor de ECy,. Se o valor de EC;, se situar fora da gama de concen-
tracdes ensaiadas, os intervalos de confianca associados serdo maiores, o que poderd impossibilitar
o ajustamento de um modelo estatistico.

Se o objetivo for a determinacdo da LOEC/NOEC, a concentra¢do mais baixa ensaiada deve ser suficientemente
baixa para que o crescimento ndo seja significativamente inferior ao dos controlos. Por outro lado,
a concentragio mais elevada a ensaiar deve ser suficientemente alta para que o crescimento seja significati-
vamente inferior ao do controlo. De outro modo, o ensaio terd de ser repetido com uma gama de concen-
tracdes diferente (exceto se a concentragio mdxima ji se encontrar perto do limite de solubilidade ou da
concentracdo méaxima pretendida, por exemplo, 100 mg/l).

27. Todos os ensaios devem incluir controlos constituidos pelo mesmo meio nutriente e organismo de ensaio
(a escolha do material vegetal deve ser tdo homogénea quanto possivel, novos ramos laterais de pré-culturas,
reduzidos a 2,5 cm desde a base), que estejam sujeitos as mesmas condi¢des ambientais e procedimentos que
os recipientes de ensaio, mas sem adi¢do do produto quimico em estudo. Caso se utilize um dispersante ou
solvente auxiliar, o ensaio deve incluir um controlo suplementar, com a mesma concentracio de solvente/
[dispersante que os recipientes com o produto quimico em estudo. O niimero de replicados dos recipientes de
controlo (e de recipientes com solvente, se aplicavel) deve ser pelo menos dez.
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28. Caso ndo seja necessirio determinar a NOEC, o ensaio poderd ser alterado de modo a aumentar o niimero de
concentragdes estudadas, reduzindo o niimero de replicados por concentragdo. Em todo o caso, o nimero de
replicados dos controlos deve, no entanto, ser de, pelo menos, dez.

Exposicio

29. Novos ramos laterais da pré-cultura reduzidos a 2,5 cm desde a base sdo distribuidos aleatoriamente pelos
recipientes de ensaio, em condi¢des asséticas; cada recipiente de ensaio contém um ramo lateral de 2,5 cm que
deve ter um meristema apical numa ponta. O material vegetal escolhido deve ser da mesma qualidade em cada
um dos recipientes de ensaio.

30. A colocagdo aleatéria dos frascos de ensaio na incubadora é necessdria para reduzir ao minimo a influéncia das
diferengas espaciais em termos de intensidade da luz ou de temperatura. E igualmente necessirio mudar
a posi¢do dos frascos, por blocos ou de forma aleatéria, ap6s as amostragens ou mais frequentemente.

31. Se um ensaio preliminar de estabilidade mostrar que, no periodo de ensaio (14 dias), a concentracio do
produto quimico em estudo ndo pode ser mantida (ou seja, se a concentragio medida diminuir mais de 80 %
em relacdo a concentracdo inicial medida), recomenda-se a utilizagdio de um regime de ensaio semiestdtico.
Nesse caso, as plantas devem ser expostas a solugdes de ensaio e de controlo preparadas no momento em, pelo
menos, uma ocasido durante o ensaio (por exemplo, no dia 7). A frequéncia da exposi¢io ao meio fresco
dependerd da estabilidade do produto quimico em estudo; poderd ser necessdria uma frequéncia maior para

manter quase constantes as concentragdes de substincias altamente instdveis ou voldteis.

32. A possibilidade de exposicdo através de aplicagdo foliar (aspersdo) ndo estd prevista no presente método de
ensaio.

Condicdes de ensaio

33. Deve ser utilizada iluminagdo fluorescente com luz branca quente efou fria, para proporcionar uma radiacio
luminosa na gama de aproximadamente 100-150 pE m- ? s~ ', medida num comprimento de onda de
fotossintese (400-700 nm) em pontos que se encontrem a mesma distincia da fonte luminosa que o fundo dos
recipientes de ensaio (intensidade equivalente de 6 000 a 9 000 lux), recorrendo a um ciclo de 16 horas de luz
seguidos de 8 horas de escuriddo. O método de detecdo e medicdo da luz e, em particular, o tipo de sensor
utilizado, afetardo o valor medido. Os sensores esféricos (que reagem a luz proveniente de todos os angulos
acima e abaixo do plano de medi¢do) e os sensores «de cosseno» (que respondem a luz proveniente de todos os
angulos acima do plano de medigdo) sdo preferiveis aos sensores unidirecionais e fornecem leituras mais
elevadas para as fontes mdltiplas de luz do tipo aqui descrito.

34. A temperatura dos recipientes de ensaio deve ser mantida a 23 + 2 °C. Contudo, em certos casos, como, por
exemplo, nos ensaios de produtos quimicos instdveis ou de metais, poderd ser necessirio adotar cuidados
adicionais em relagdo a variagdo de pH; o pH deve permanecer no intervalo de 6-9. Para mais informacdes,
consultar a referéncia bibliogréfica (5).

Duracdo

35. O ensaio terminard 14 dias depois de as plantas terem sido transferidas para os recipientes de ensaio.

Medicdes e determinagdes analiticas

36. No inicio do ensaio, o comprimento do rebento principal do organismo de ensaio é de 2,5 cm (ver ponto 29);
este ¢ medido com uma régua (ver apéndice 4), ou pela andlise de imagens e fotografias. O comprimento do
rebento principal do organismo de ensaio que apresenta um aspeto normal e anormal deve ser determinado no
inicio do ensaio, pelo menos uma vez durante o periodo de exposicio de 14 dias e no final do ensaio.
Nota: Como alternativa para os laboratérios que ndo dispdem de andlise de imagens, se a bancada de trabalho
estiver esterilizada antes da adi¢do de plantas nos recipientes de ensaio, pode também utilizar-se uma régua
estéril para medir o comprimento dos rebentos principais no inicio e durante o ensaio. Qualquer alteragio
observada no desenvolvimento das plantas, por exemplo, no que respeita a deformagio e ao aspeto dos
rebentos, a indicacdes de necrose, clorose, a desagregacio ou perda de flutuabilidade ou a dimenséo e aspeto
das raizes, deverd ser registada. As caracteristicas mais significativas do meio de ensaio (por exemplo, presenga
de materiais em suspensdo, crescimento de algas, fungos e bactérias nos recipientes de ensaio) devem também
ser registadas.
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37. Para além da determinacio do comprimento do rebento principal durante o ensaio, devem também ser
avaliados os efeitos do produto quimico em estudo sobre trés — ou mais — das seguintes varidveis de
medicio:

i. Comprimento total dos ramos laterais
ii. Comprimento total do rebento

iii. Comprimento total da raiz

iv. Peso fresco

v. Peso seco

vi. Ndamero de verticilos

Nota 1: As observagdes feitas durante o ensaio de determinagdo da gama de concentra¢des poderiam ajudar na
selecdo das medi¢des adicionais relevantes entre as seis varidveis acima enumeradas.

Nota 2: A determinagdo dos pesos seco e fresco (pardmetros iv e v) é altamente desejével.

Nota 3: Dado que a sacarose e a luz (ou seja, a exposi¢do das raizes a luz durante o ensaio) podem influenciar
os transportadores de auxinas (hormonas de crescimento vegetal) e que alguns produtos quimicos
podem ter um modo de acdo do tipo da auxina, a inclusio de pontos finais relativos a raiz
(parametro iii) é questionavel.

Nota 4: Os resultados do estudo interlaboratorial mostram um elevado coeficiente de variagdo (> 60 %) para
o comprimento total do ramo lateral (pardmetro i). De qualquer forma, o comprimento total do ramo
lateral é incluido no comprimento total do rebento (pardmetro ii) que mostre coeficientes de variagio
de < 30 % mais aceitdveis.

Nota 5: Atendendo as consideragdes precedentes, os principais pontos finais recomendados sdo os seguintes:
comprimento total dos rebentos, peso fresco e peso seco (pardmetros ii, iv e v); o pardmetro vi —
ntimero de verticilos — é deixado ao critério do experimentador.

38. O comprimento do rebento principal e o niimero de verticilos dispdem de uma vantagem, na medida em que
podem ser determinados para cada recipiente de ensaio e de controlo, no inicio, durante e no final do ensaio,
por andlise de imagens e fotografias, embora possa também utilizar-se uma régua estéril.

39. O comprimento total dos ramos laterais, o comprimento total da raiz (soma de todos os ramos laterais ou
raizes) e o comprimento total dos rebentos (soma do comprimento do rebento principal e do comprimento
total dos ramos laterais) podem ser medidos com uma régua no final do periodo de exposicio.

40. O peso fresco efou seco deverd ser determinado no inicio do ensaio a partir de uma amostra da pré-cultura,
representativa do que é utilizado para iniciar o ensaio, ¢ no final do mesmo, com o material retirado das
plantas de cada recipiente de ensaio e de controlo.

41. O comprimento total dos ramos laterais, o comprimento total dos rebentos, o comprimento total da raiz,
0 peso fresco, 0 peso seco e o nimero de verticilos podem ser determinados do seguinte modo:

i. Comprimento total dos ramos laterais: o comprimento total dos ramos laterais pode ser determinado pela
medi¢do de todos esses ramos com uma régua, no final do periodo de exposicio. E a soma de todos os
ramos laterais de cada recipiente de ensaio e de controlo.

ii. Comprimento total do rebento: o comprimento do rebento principal pode ser determinado por andlise
visual ou utilizando uma régua. E a soma do comprimento total dos ramos laterais e do comprimento do
rebento principal de cada recipiente de ensaio e de controlo, no final do periodo de exposicio.
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iii. Comprimento total da raiz: o comprimento da raiz pode ser determinado pela medigdo de todas as raizes
com uma régua no final do periodo de exposicdo. E a soma de todas as raizes de cada recipiente de ensaio
e de controlo.

iv. Peso fresco: o peso fresco pode ser determinado por pesagem dos organismos de ensaio no final do
periodo exposi¢do. Qualquer material vegetal proveniente de cada recipiente de ensaio e de controlo deverd
ser enxaguado com 4gua destilada e secado com papel de celulose. Apés esta preparacio, o peso fresco é
determinado por pesagem. A biomassa de partida (peso fresco) é determinada com base numa amostra dos
organismos de ensaio extraida do mesmo lote utilizado para inocular os recipientes de ensaio.

v. Peso seco: apds a preparagdo para a determinagdo do peso fresco, os organismos de ensaio sio secados
a 60 °C até se obter um peso constante. Esta massa é o peso seco. A biomassa de partida (peso seco) ¢
determinada com base numa amostra dos organismos de ensaio extraida do mesmo lote utilizado para
inocular os recipientes de ensaio.

vi. Niimero de verticilos: todos os verticilos serdo contabilizados ao longo do rebento principal.

Frequéncia das medigdes e determinacdes analiticas

42. Caso se utilize um método de ensaio estdtico, deve medir-se o pH de cada tratamento no inicio e no final do
ensaio. No caso dos ensaios semiestiticos, deve medir-se o pH da solugdo de ensaio «fresca» antes da sua
utilizagdo, bem como o pH das correspondentes solu¢des «usadas»

43. A intensidade luminosa deve ser medida, na cdmara de crescimento, incubadora ou sala, em pontos que
estejam a mesma distincia da fonte de luz que os organismos de ensaio. A medigdo deverd ser efetuada pelo
menos uma vez durante o ensaio. Deve ser registada diariamente a temperatura do meio contido num
recipiente especialmente destinado para esse efeito e mantido nas mesmas condi¢Bes na cadmara de crescimento,
incubadora ou sala utilizada para o ensaio (ou continuamente com um registador de dados).

44. Durante o ensaio, as concentra¢des do(s) produto(s) quimico(s) em estudo devem ser determinadas a intervalos
adequados. Nos ensaios estaticos, a exigéncia minima é que as concentra¢des sejam determinadas no inicio e
no final do ensaio.

45. Nos ensaios semiestdticos em que ndo seja de esperar que as concentragdes do(s) produto(s) quimico(s) em
estudo se mantenham no intervalo de + 20 % da concentragdo nominal, é necessdrio analisar todas as solucdes
de ensaio no momento em que forem preparadas e também imediatamente antes da respetiva utilizagdo. No
entanto, para os ensaios em que a concentragdes iniciais medidas do(s) produto(s) quimico(s) em estudo ndo se
encontrem no intervalo de £ 20 % do valor nominal, mas em que se possam fornecer provas suficientes de que
as concentragdes iniciais sdo reprodutiveis e estiveis (isto é se mantém dentro da gama 80-120 % da
concentragio inicial), as determinagdes quimicas podem ser limitadas as concentragdes maior e menor usadas
no ensaio. Em qualquer dos casos, sé é necessdria a determinac¢do das concentra¢des de ensaio antes da sua
utilizagdo num dos recipientes replicados para cada concentragio de ensaio (ou no conteido agrupado de
todos os recipientes replicados).

46. Se existirem provas de que a concentragdo de ensaio ndo variou mais de £ 20 % relativamente ao valor da
concentragdo nominal ou da concentracio inicial medida, a andlise dos resultados pode basear-se nos valores
nominais ou iniciais medidos. Se a variacio relativamente a concentragio nominal ou a concentragdo inicial
medida for superior a £ 20 %, a andlise dos resultados deve basear-se na média geométrica da concentragdo
durante a exposi¢do ou em modelos que descrevam a diminui¢do da concentragdo do produto quimico em
estudo (5).

Ensaio no limite

47. Em determinadas circunstincias — por exemplo, se um ensaio preliminar indicar que o produto quimico em
estudo ndo apresenta efeitos toxicos em concentragdes até 100 mg/l ou até ao seu limite de solubilidade no
meio de ensaio, ou no caso de uma férmula até ao seu limite de capacidade de dispersio —, pode proceder-se
a um ensaio no limite, com comparagdo das respostas de um grupo de controlo e de um grupo exposto ao
produto quimico em estudo a uma concentragio de 100 mg/l ou que corresponda ao limite de solubilidade.
Recomenda-se fortemente que isso seja confirmado por andlise da concentragdo de exposi¢do. Todas as
condicdes de ensaio e critérios de validade anteriormente descritos sdo aplicdveis aos ensaios no limite, com
excegdo da necessidade de utilizar o dobro do niimero de replicados dos recipientes expostos. O crescimento
dos grupos de controlo e de exposi¢do pode ser analisado através de um ensaio estatistico de comparagdo das
médias, como, por exemplo, o teste t de Student.
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DADOS E RELATORIOS
Varidveis de resposta

48. O objetivo do ensaio consiste em determinar os efeitos de um produto quimico sobre o crescimento vegetativo
de Myriophyllum spicatum. O presente método de ensaio descreve duas varidveis de resposta.

a) Taxa média de crescimento especifico: esta varidvel de resposta ¢é calculada com base no aumento
logaritmico do comprimento do rebento principal e, adicionalmente, na evolugdo logaritmica de outros
parametros de medicio — isto é, comprimento total dos rebentos, peso fresco, peso seco ou nimero de
verticilos em fun¢do do tempo (por dia) —, tanto nos recipientes de controlo como nos grupos expostos.
Nota: No que se refere ao pardmetro de medicdo relativo ao comprimento total dos ramos laterais e ao
comprimento total das raizes nio é possivel fazer um célculo da taxa média de crescimento especifico. No
inicio do ensaio, o organismo (com base na preparacio da pré-cultura) ndo tem ramos laterais nem raizes;
a partir do valor zero, o cdlculo da taxa média de crescimento especifico ndo é definido.

b) Rendimento: esta varidvel de resposta é calculada com base no aumento do comprimento do rebento
principal e, adicionalmente, na evolugdo de outros pardmetros de medicdo — de preferéncia,
o comprimento total dos rebentos, o peso fresco, o peso seco ou o numero de verticilos e outros
parametros, caso se considere Gtil — tanto nos recipientes de controlo como nos grupos expostos até ao
final do ensaio.

49. As estimativas da toxicidade devem basear-se no comprimento do rebento principal e em trés outras varidveis
de medigdo (de preferéncia, o comprimento total do rebento, o peso fresco, o peso seco ou o nimero de
verticilos — ver ponto 37 e notas 2, 4 e 5 do presente ponto), ji que certos produtos quimicos podem afetar
outras varidveis de medi¢do de forma muito mais marcada do que o comprimento do rebento principal. Esse
efeito passard despercebido se o cdlculo se basear exclusivamente no comprimento do rebento principal.

Taxa média de crescimento especifico

50. A taxa média de crescimento especifico durante um determinado periodo é calculada como o aumento
logaritmico das varidveis de crescimento — comprimento do rebento principal e outras trés varidveis de
medi¢do (comprimento total do rebento, peso fresco, peso seco ou ndmero de verticilos) — aplicando
a férmula que a seguir se apresenta aos valores obtidos para cada replicado dos controlos e dos recipientes
expostos ao produto quimico em estudo:

In (N)) - In (N;)
Po=

em que:

j,;: taxa média de crescimento especifico entre o momento i e 0 momento j
N;: varidvel de medigdo no recipiente de ensaio ou de controlo no momento i
N;: varidvel de medigao no recipiente de ensaio ou de controlo no momento j

t: periodo decorrido entre i e j

Para cada um dos grupos de exposicio e de controlo, calcular um valor médio da taxa de crescimento,
associado as respetivas estimativas da varidncia.

51. Calcula-se a taxa média de crescimento especifico para a totalidade do perfodo de ensaio (na férmula acima, «»
¢ o momento inicial e ¢» o momento final do ensaio). Para cada uma das concentra¢des de ensaio e de
controlo, calcular o valor médio da taxa média de crescimento especifico, associado as respetivas estimativas da
variancia. Deve também avaliar-se a taxa de crescimento em cada sec¢do do ensaio, para verificar os efeitos do
produto quimico durante o periodo de exposicdo (por exemplo, pela andlise das curvas de crescimento apds
transformagio logaritmica).
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52. Pode entdo calcular-se a percentagem de inibi¢do da taxa de crescimento (I) para cada concentragdo de ensaio
(grupo exposto), de acordo com a seguinte férmula:

o, = B 100
He

em que:

% Ir: inibicdo percentual da taxa média de crescimento especifico
pC: valor médio de p no controlo

pT: valor médio de p no grupo de tratamento

Rendimento

53. Os efeitos sobre o rendimento sdo determinados com base na varidvel de medicio relativa ao comprimento do
rebento principal e em trés outras varidveis de medicdo (de preferéncia, o comprimento total do rebento,
o0 peso fresco, o peso seco ou o niimero de verticilos) para cada recipiente de ensaio, no inicio e no final do
ensaio. No que se refere ao peso fresco ou o peso seco, a biomassa de partida é determinada com base numa
amostra dos organismos de ensaio extraida do mesmo lote utilizado para inocular os recipientes de ensaio.
Para cada uma das concentra¢des de ensaio e para os controlos, calcular um valor médio de rendimento,
associado as respetivas estimativas da varidncia. Para cada grupo exposto, a percentagem média de inibi¢do do
rendimento ( %l) pode ser calculada do seguinte modo:

(bc ~ bT)

i, ==

em que:

% ly: redugdo percentual do rendimento
bC: biomassa final menos biomassa inicial do grupo de controlo

bT: biomassa final menos biomassa inicial do grupo exposto

Tempo de duplicagio

54. Para determinar o tempo de duplicagio (T,) do comprimento do rebento principal e verificar o cumprimento
do critério de validade correspondente (ponto 8), aplica-se a seguinte férmula aos dados obtidos a partir dos
recipientes de controlo:

T,=1n 2/

Onde p € a taxa média de crescimento especifico, determinada de acordo com os pontos 50-52.

Representacio grifica das curvas concentracio-resposta

55. Devem representar-se as curvas de concentragio-resposta, que relacionam a percentagem média de inibigdo da
varidvel de resposta (I, ou I, calculadas como se indica no ponto 53) com o logaritmo da concentragdo do
produto quimico em estudo.

Estimativa da EC,

56. As estimativas da EC, devem basear-se tanto na taxa média de crescimento especifico (EC) como no
rendimento (E,C,), devendo cada uma destas medidas, por seu turno, basear-se no comprimento do rebento
principal e, eventualmente, em outras varidveis de medi¢do (de preferéncia, comprimento total do rebento,
peso fresco, peso seco ou niimero de verticilos). Tal deve-se ao facto de certos produtos quimicos afetarem de
forma diferente o comprimento do rebento principal e outras varidveis de medi¢do. Os pardmetros de
toxicidade pretendidos sdo, portanto, quatro valores de EC, para cada um dos niveis de inibi¢do x calculados:
E.C, (comprimento do rebento principal); E.C, (de preferéncia, comprimento total do rebento, peso fresco, peso
seco ou niimero de verticilos); E,C, (comprimento do rebento principal); e E/C, (de preferéncia, comprimento
total do rebento, peso fresco, peso seco ou ntimero de verticilos).
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57. Cabe aqui notar que os valores de EC, calculados através destas duas varidveis de resposta ndo sio compardveis
e que a diferenca entre esses valores é reconhecida para efeitos da utilizagdo dos resultados do ensaio. Os
valores de EC_ baseados na taxa média de crescimento especifico (EC,) sdo, na maioria dos casos, mais
elevados do que os resultados baseados no rendimento (E,C,) — se forem seguidas as condigdes de ensaio
apresentadas no presente método de ensaio —, devido a base matemadtica das respetivas abordagens. Esta
diferenca ndo deve ser interpretada como uma diferenca de sensibilidade entre as duas varidveis de resposta,
mas simplesmente como uma diferenca matemdtica entre os valores.

Procedimentos estatisticos

58. O objetivo consiste em descrever a relagdo concentragdo-resposta de forma quantitativa, por andlise de
regressdo Pode utilizar-se uma regressdo linear ponderada, antecedida de uma transformacio de linearizagdo
dos dados de resposta, por exemplo, com modelos probit, logit ou de Weibull (7), mas a técnica preferida é
a aplicagdo de procedimentos de regressdo ndo linear, que permitem lidar melhor com as inevitdveis irregula-
ridades dos dados e com os desvios em relacio a uma boa distribui¢do. Nas zonas proximas da inibi¢do nula
ou total, essas irregularidades podem mesmo ser aumentadas pela transformagdo, o que ird interferir com
a andlise (7). Cabe aqui notar que os métodos-padrdo de andlise que utilizam os transformados probit, logit ou
de Weibull se destinam a andlise de dados quantais (por exemplo, mortalidade ou sobrevivéncia), pelo que
terdo de ser alterados para lidar com os dados relativos a taxa de crescimento ou ao rendimento. Alguns
métodos para a determinacio dos valores de EC, a partir de dados continuos podem ser consultados em (8),
(9) e (10).

59. Para cada uma das varidveis de resposta em andlise, utilizar a relagio concentragdo-resposta para estimar os
valores pontuais de EC. Sempre que possivel, devem determinar-se os intervalos de confianca a 95 % para
cada estimativa. A adequagio do ajustamento da curva estimada pelo modelo de regressio aos dados de
resposta deve ser avaliada, graficamente ou por métodos estatisticos. A analise por regressio deve utilizar os
valores de cada replicado e ndo o valor médio para cada grupo exposto.

60. As estimativas da EC,, e os respetivos intervalos de confianga podem também ser obtidos utilizando uma
interpolagdo linear com bootstrapping (10), quando os modelos/métodos de regressdo disponiveis nio forem
aplicaveis aos dados existentes.

61. Para a estimativa da LOEC e, portanto, da NOEC, serd necessario comparar as médias dos recipientes expostos,
utilizando técnicas de andlise da varidncia (ANOVA). A média para cada concentragdo é entdo comparada com
a média observada nos controlos, utilizando um método apropriado de comparagdo mdiltipla ou de andlise das
tendéncias. Os testes de Dunnett ou de Williams (12)(13)(14)(15)(16) poderdo ser tteis para esse efeito. E
necessario verificar se é cumprido o pressuposto de homogeneidade da varidncia das andlises ANOVA. Essa
verificacdo poderd ser realizada graficamente ou através de um teste formal (15). Os testes de Levene ou de
Bartlett sdo adequados neste contexto. O problema colocado pelo incumprimento do pressuposto de homoge-
neidade das varidncias pode, por vezes, ser corrigido através da transformacio logaritmica dos dados. Caso
a heterogeneidade das varidncias seja extrema e ndo possa ser corrigida por transformacdo, deve ponderar-se
a possibilidade de utilizar métodos de andlise das tendéncias como, por exemplo, o método degressivo de
Jonkheere. Para mais orientagdes sobre a determinagdo da NOEC, consultar a referéncia (10).

62. Os avancgos cientificos mais recentes conduziram a recomendacdo de que fosse abandonado o conceito de
NOEC, que deverd ser substituido pela estimativa dos valores de EC, por regressdo. No caso do presente ensaio
com Myriophyllum, ndo foi definido nenhum valor ideal para «x» No entanto, o intervalo de 10-20 % parece ser
apropriado (dependendo da varidvel de resposta escolhida), devendo ser comunicados, de preferéncia, tanto os
valores de EC,, como de EC,,,.

Relatérios
63. O relatorio do ensaio inclui as seguintes informagdes:
Produto quimico em estudo
Substincia monocomponentes:
— aspeto fisico, solubilidade em dgua e outras propriedades fisico-quimicas relevantes;
— dados de identificagdo quimica, como as denominac¢des ITUPAC ou CAS, ntimero CAS, cdigo SMILES ou

InChl, férmula estrutural, pureza, identidade quimica das impurezas, caso se justifique e seja exequivel, etc.
(incluindo o teor de carbono orgénico, se for o caso).
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Substancia multicomponentes, UVCB ou mistura:

— caracterizada, na medida do possivel, pela identidade quimica (ver acima), ocorréncia quantitativa e
propriedades fisico-quimicas relevantes dos componentes.

Espécie de ensaio

— Nome cientifico e fonte.

Condicoes de ensaio

— Procedimento de ensaio utilizado (estdtico ou semiestatico).
— Data de inicio do ensaio e respetiva duragio.

— Meio de ensaio.

— Descri¢do do método experimental: recipientes e tampas utilizados no ensaio, volumes das solugdes,
comprimento do rebento principal em cada recipiente de ensaio, no inicio do mesmo.

— Concentragdes de ensaio (nominais ou medidas, conforme adequado) e nimero de replicados por
concentragao.

— Meétodos de preparacio das solucdes de reserva e de ensaio, incluindo a eventual utilizacdo de solventes ou
dispersantes.

— Temperatura durante o ensaio.
— Fonte luminosa, intensidade e homogeneidade da luz.
— Valores de pH dos meios de controlo e de ensaio.

— Meétodo de andlise do produto quimico em estudo, juntamente com os dados adequados a avaliagdo da
qualidade do método (estudos de validagdo, desvios-padrdo ou intervalos de confianga das anilises).

— Métodos para a determinagio do comprimento do rebento principal e outras varidveis de medi¢do, como,
p. ex., o comprimento total dos ramos laterais, o comprimento total do rebento, o comprimento total da

raiz, o peso fresco, o peso seco ou o niimero de verticilos.

— O estado da cultura (estéril ou nio estéril) de cada recipiente de ensaio e de controlo, para cada momento
de amostragem.

— Todos os desvios em relacdo ao presente método de ensaio.
Resultados

— Dados brutos: comprimento do rebento principal e outras varidveis de medi¢io em cada recipiente de
ensaio e de controlo, para cada momento de amostragem e momento de realizacio da anlise.

— Médias e desvios-padrio para cada varidvel de medicio.
— Curvas de crescimento para cada varidvel de medicdo.

— Varidveis de resposta calculadas para cada replicado exposto, com os respetivos valores médios e coeficiente
de variagdo dos replicados.

— Representacdo grafica da relacdo concentracio/efeito.
— Estimativas dos pontos finais de toxicidade para as varidveis de resposta, por exemplo, EC;,, EC,,, EC,,, € 0s
intervalos de confianca associados. Se forem calculados, valores da LOEC efou da NOEC e métodos

estatisticos utilizados para a respetiva determinagio.

— Caso tenha sido efetuada uma andlise ANOVA, dimensdo do efeito detetado (por exemplo, diferencas
menos significativas).

— Ocorréncia de estimulagio do crescimento observada em qualquer dos grupos expostos.
— Sinais visuais de fitotoxicidade, bem como quaisquer observagdes em relagdo as solucdes de ensaio.

— Discussio dos resultados, incluindo qualquer influéncia nestes decorrente de altera¢des do presente método
de ensaio.
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Apéndice 1

DEFINICOES

Biomassa: peso fresco efou seco da matéria viva presente numa populagdo. No presente ensaio, a biomassa ¢é
constituida pela soma do rebento principal, de todos os ramos laterais e de todas as raizes.

Produto quimico: uma substancia ou mistura.
Clorose: alteragio de cor — de verde para amarelada — do organismo de ensaio, em especial dos verticilos.

EC_: concentracio do produto quimico em estudo dissolvido no meio de ensaio que resulta numa reducio de x %
(por exemplo, 50 %) no crescimento de Myriophyllum spicatum num determinado periodo de exposigdo (que deverd
ser explicitamente mencionado nos casos em que se afaste da duragdo total ou normal do ensaio). A fim de indicar
de forma inequivoca se o valor de EC se refere a taxa de crescimento ou ao rendimento, o simbolo «E C» é utilizado
no primeiro caso e o simbolo «E > no segundo, sendo seguidos da designacdo da varidvel de medigao utilizada, por
exemplo, E.C (comprimento do rebento principal).

Crescimento: aumento da varidvel de medicdo, por exemplo, comprimento do rebento principal, comprimento
total dos ramos laterais, comprimento total do rebento, comprimento total da raiz, peso fresco, peso seco ou
ntimero de verticilos, no periodo de ensaio.

Taxa de crescimento (taxa média de crescimento especifico): aumento logaritmico da varidvel de medi¢do durante
o perfodo de exposicdo. Nota: As varidveis de resposta relacionadas com a taxa de crescimento sio independentes
da duracio do ensaio desde que o padrio de crescimento dos organismos de controlo nio expostos seja
exponencial.

Menor concentragio com efeito observivel (LOEC): concentragio mais baixa a qual se observa que o produto
quimico em estudo tem um efeito estatisticamente significativo (p < 0,05) de redugdo do crescimento, quando
comparada com o controlo, para um determinado periodo de exposi¢do. No entanto, todas as concentra¢des de
ensaio superiores 8 LOEC devem ter um efeito prejudicial igual ou superior ao verificado com a LOEC. Quando
estas duas condi¢des ndo puderem ser satisfeitas, devera ser fornecida uma explicagdo pormenorizada sobre a forma
como se determinou a LOEC (e, consequentemente, a NOEC).

Varidveis de medicio: qualquer tipo de varidvel que seja medida para permitir a determinagdo do ponto final do
ensaio, utilizando uma ou mais varidveis de resposta. No presente método de ensaio, o comprimento do rebento
principal, o comprimento total dos ramos laterais; o comprimento total do rebento, o comprimento total da raiz,
0 peso fresco, 0 peso seco e o numero de verticilos sdo varidveis de medicao.

Monocultura: cultura com uma tnica espécie de planta.
Necrose: tecido morto (ou seja, branco ou castanho escuro) do organismo de ensaio.
Concentragio sem efeitos observiveis (NOEC): concentragio de ensaio imediatamente inferior 4 LOEC.

Varidvel de resposta: uma varidvel de estimativa da toxicidade, derivada de qualquer das varidveis medidas que
descrevem a biomassa nos diferentes métodos de célculo. No presente método de ensaio, a taxa de crescimento e
o rendimento sio varidveis de resposta derivadas de varidveis de medicio como o comprimento do rebento
principal, o comprimento total do rebento, o peso fresco, o peso seco ou o niimero de verticilos.

Ensaio semiestitico (com renovacio): ensaio em que a solugdo de ensaio é periodicamente substituida, em
momentos especificos do ensaio.

Ensaio estdtico: ensaio durante o qual ndo ha renovagdo da solugdo de ensaio.
Produto quimico em estudo: qualquer substincia ou mistura & qual seja aplicado o presente método de ensaio.

Ponto final do ensaio: descreve, em termos gerais, o fator que serd alterado pelo produto quimico em estudo, por
comparagdo com o controlo, e cuja identificagio é o objetivo do ensaio. No presente método, o ponto final é
a inibicio do crescimento, que pode ser expressa por diferentes varidveis de resposta, baseadas em uma ou mais
varidveis de medicdo.
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Meio de ensaio: meio sintético completo de crescimento em que as plantas de ensaio sdo cultivadas quando
expostas ao produto quimico em estudo. Em geral, o produto quimico em estudo ¢ dissolvido no meio de ensaio.

UVCB: uma substincia de composi¢do desconhecida ou varidvel, produto de reacdo complexo ou material
biolégico.

Rendimento: valor de uma varidvel de medicdo que exprime a diferenca entre a biomassa no final do perfodo de
exposi¢do e o valor dessa varidvel de medi¢do no inicio do periodo de exposi¢do. Nota: quando o padrio de
crescimento dos organismos ndo expostos é exponencial, as varidveis de resposta com base no rendimento
diminuirdo ao longo do ensaio.
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Apéndice 2

MEIO DE CULTURA DE ANDREWS MODIFICADO PARA A CULTURA DE RESERVA E A PRE-
-CULTURA

A partir de cinco solucdes de reserva de nutrientes, elaboradas separadamente, prepara-se o meio de cultura de
Andrews modificado para a cultura de reserva e a pré-cultura, com adigdo de sacarose a 3 %.

Quadro 1

Composigio da solugio de nutrientes de Andrews: (Norma ASTM E 1913-04)

Producio de solugdes de reserva de nutrientes Promgiﬁg{;‘e;ﬁ?gﬁo de
Solucio de reserva Produto quimico Peso inicial por 1 000 ml ml por r?t}tg:nstzlsugﬁo de
1 KCl 74,6 mg 50
KNO, 8,08 ¢g
Ca(NO,), x 4 H,0 18,88 g
2 MgSO, x 7 H,0 9,86 g 50
3 Ver abaixo — solucio de reserva 3.1 50
4 KH,PO, 2,72 ¢ 50
5 FeSO, x 7 H,0 0,278 g 50
Na,EDTA x 2 H,0 0372¢g

As solucdes de reserva podem ser conservadas num frigorifico durante seis meses (a 5-10 °C). Apenas a solugdo de
reserva n.° 5 apresenta um prazo de validade reduzido (dois meses).

Quadro 2

Producio da solucio de reserva 3.1 para a preparacio da solugio de reserva 3

Produto quimico Peso inicial g/100 ml
MnSO, x 4 H,0 0,223
ZnSO, x 7 H,0 0,115
H,BO, 0,155
CuSO, x 5 H,0 0,0125
(NH,),Mo,0,, x 4 H,0 0,0037

Ap6s a produgdo da solucio de reserva 3.1 (quadro 2), esta solucdo deve ser congelada em aliquotas de cerca de
11 ml (pelo menos a — 18 °C). As porgdes ultracongeladas tém um prazo de validade de cinco anos.
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Para produzir a solugdo de reserva 3, descongelar a solucdo de reserva 3.1, encher um baldo volumétrico de 1 1
com 10 ml da mesma e adicionar dgua ultrapura até ao trago de afericio do baldo.

Para obter o meio de cultura de Andrews modificado, encher um baldo volumétrico de 5 | com aproximadamente
2 500 ml de dgua ultrapura. Apds adicionar 50 ml de cada solugdo de reserva, encher 90 % do baldo volumétrico
com é4gua ultrapura e estabelecer um pH de 5,8.

Em seguida, adicionar 150 g de sacarose dissolvida (3 % por 5 1); seguidamente, encher o baldo volumétrico com
dgua ultrapura até ao trago de aferi¢do. Por ultimo, enchem-se frascos de Schott de 1 1 com a solugdo de nutrientes
que ¢é esterilizada em autoclave a 121 °C durante 20 minutos.

A solugdo de nutrientes produzida deste modo pode ser mantida esterilizada num frigorifico (a 5-10 °C) durante
trés meses.

Meio de cultura de Andrews modificado para ensaio de toxicidade sem sedimentos

Das cinco solucdes de reserva de nutrientes ja referidas nos quadros 1 e 2, serd preparado um meio de cultura de
Andrews modificado e dez vezes concentrado para obter as solugdes de ensaio, com a adi¢do de sacarose a 30 %.
Para tal, encher um baldo volumétrico de 1 | com aproximadamente 100 ml de dgua ultrapura. Apds a adigdo de
100 ml de cada uma das solucdes de reserva, estabelecer um pH de 5,8. Em seguida, adicionar sacarose dissolvida
a 30 % (300 g por 1 000 ml); seguidamente, encher o baldo volumétrico com dgua ultrapura até ao trago de
afericdo.

Por dltimo, enchem-se frascos de Schott de 0,5 1 com a solu¢do de nutrientes que ¢ esterilizada em autoclave
a 121 °C durante 20 minutos.

A solucdo de nutrientes modificada e dez vezes concentrada produzida deste modo pode ser mantida esterilizada
num frigorifico (a 5-10 °C) durante trés meses.
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Apéndice 3
CONSERVACAO DAS CULTURAS DE RESERVA

No presente apéndice 3, descreve-se a cultura de reserva de Myriophyllum spicatum L (), uma dicotiledonea
subaquética da familia da pinheirinha-de-dgua. Entre junho e agosto, flores rosa-esbranquigadas impercetiveis
assomam acima da superficie da dgua. As plantas estdo enraizadas no solo por um sistema sélido de rizomas e
podem ser encontradas em dguas eutréficas ndo poluidas e em dguas minerais mais calcificadas com substrato
enlameado, em todo o hemisfério norte. A espécie Myriophyllum spicatum prefere dgua doce, mas também ¢é
encontrada em dguas salobras.

Sdo necessdrias plantas estéreis para uma cultura de reserva sem sedimentos em condigdes laboratoriais. As plantas
estéreis encontram-se disponiveis no laboratério de ecotoxicologia do Umweltbundesamt (Agéncia Federal do
Ambiente) da Alemanha.

Em alternativa, é possivel preparar organismos de ensaio a partir de plantas ndo estéreis em conformidade com
a norma ASTM E 1913-04. Ver abaixo — extraido do guia da ASTM — o procedimento de cultura de Myriophyllum
sibiricum recolhida no campo:

«Caso se utilizem plantas ndo estéreis recolhidas no campo, recolher turides de M. sibiricum no outono. Colocar
os turides num aqudrio de 20 1 com 5 cm de sedimentos estéreis cobertos por areia silicosa ou, por exemplo,
Turface® e 18 1 de dgua com baixo teor de carbono. Arejar o aquirio e manté-lo a uma temperatura de 15 °C e
um caudal de 200 a 300 pmol m~ 2 s~ ! durante 16 h por dia. A cultura de plantas no aqudrio pode ser
conservada como fonte de reserva de plantas, caso as culturas de plantas estéreis sejam destruidas por uma
anomalia mecénica na estufa de crescimento, por contamina¢io ou por outro motivo. As plantas cultivadas no
aqudrio ndo sdo estéreis e as culturas estéreis ndo podem ser conservadas num sistema de cultura descontinua.
Para esterilizar a cultura, as plantas sio removidas do aqudrio e enxaguadas com um fluxo de dgua desionizada
durante cerca de 0,5 h. Em condicdes asséticas numa cdmara de fluxo de ar laminar, as plantas sio desinfetadas
durante menos de 20 minutos — até que a maior parte do tecido vegetal se encontre branqueada e apenas
o0 dpice em crescimento permaneca verde — numa solucdo de hipoclorito de sédio a 3 % (m/v) com 0,01 % de
um tensioativo adequado. Agitar o desinfetante e o material vegetal. Os segmentos com virios nés sio
transferidos para tubos de cultura estéreis com 45 ml de meio de cultura de Andrews modificado e esterilizado
tapados com tampas simples. Coloca-se apenas um segmento da planta em cada camara de ensaio. Utiliza-se
pelicula vedante de laboratério para assegurar que o recipiente se mantém fechado. Apds o estabelecimento de
uma cultura estéril, os segmentos de planta que contém varios nés devem ser transferidos para novas camaras
de ensaio com novos meios de nutrientes liquidos a cada dez a doze dias. Tal como demonstrado pela cultura
em placas de dgar, as plantas devem ser esterilizadas e permanecer estéreis durante oito semanas antes de ser
possivel dar inicio ao ensaio.»

Uma vez que o meio de cultura de Andrews modificado contém sacarose (que estimula o crescimento de fungos e
bactérias), todos os materiais, solugdes e culturas devem ser preparados em condigdes estéreis. Todos os liquidos,
bem como o equipamento, sio esterilizados antes da utilizacdo. A esterilizacdo é efetuada por tratamento com ar
aquecido (210 °C), durante 4 horas, ou em autoclave, durante 20 minutos a 121 °C. Além disso, todos os frascos,
pratos, vasos, etc., e outros equipamentos, sio submetidos a tratamento & chama na bancada de trabalho estéril
imediatamente antes da utilizacdo.

As culturas de reserva podem ser conservadas a ilumina¢do reduzida e baixa temperatura (50 pE m-2s°1, 20 = 2 °
C) por longos periodos, sem que seja necessdrio proceder a sua transferéncia periddica. O meio de crescimento de
Myriophyllum deve ser o mesmo que ¢ utilizado para os ensaios, mas as culturas de reserva também podem ser
conservadas noutros meios ricos em nutrientes.

Os segmentos de plantas sdo distribuidos em culturas puras em vérios baldes de Erlenmeyer de 500 ml ou/e baldes
de Fernbach de 2 000 ml, cada um com aproximadamente 450 ml oufe 1 000 ml, respetivamente, de meio de
cultura de Andrews modificado. Em seguida, os baldes sdo fechados em cultura pura com um tampéo de celulose.

Além disso, é absolutamente necessdrio submeter o equipamento a tratamento a chama na bancada de trabalho
estéril, imediatamente antes da utilizagdo. Consoante o niimero e a dimensao, as plantas devem ser transferidas para
novas solucdes de nutrientes aproximadamente de trés em trés semanas.

E possivel utilizar os dpices, bem como segmentos da parte central do caule, para esta renovagio da cultura.
O numero e a dimensdo das plantas transferidas (ou dos segmentos das plantas) dependem do nimero de plantas
necessarias. Por exemplo, é possivel transferir cinco segmentos de rebentos para um baldo de Fernbach e trés
segmentos de rebentos para um baldo de Erlenmeyer, cada um dos quais com um comprimento de 5 cm. Devem
rejeitar-se todas as partes enraizadas, em fase de floragdo, mortas ou com outras caracteristicas visiveis deste tipo.

() Carl von Linné (*Réshult [Almhult, 23 de maio de 1707,; T Uppsala, 10 de janeiro de 1778).
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Figura 1

Corte de plantas para a pré-cultura e a cultura de reserva apds trés semanas de cultura.
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A cultura das plantas deve ser efetuada em baldes de Erlenmeyer de 500 ml e baldes de Fernbach de 2 000 ml
numa incubadora refrigerada a 20 + 2 °C com luz continua a aproximadamente 100-150 pE m~2 s~ ! ou 6 000-
-9 000 Lux (emitida por iluminagdo da cdmara com a temperatura cromdtica «luz branca quente»).

Figura 2

Cultura de plantas numa incubadora refrigerada com iluminagio da cimara.

Devem utilizar-se frascos de cultura quimicamente limpos (lavados com dcido) e estéreis e técnicas de
manuseamento em condigdes de assepsia. Em caso de contaminagdo da cultura de reserva, por exemplo, por algas,
fungos efou bactérias, deve preparar-se uma nova cultura ou deve utilizar-se uma cultura de reserva de outro
laboratério para a renovagdo dessa cultura.
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Apéndice 4
MANUTENCAO DA PRE-CULTURA E PREPARACAO DO ORGANISMO PARA O ENSAIO

Para obter a pré-cultura, cortar rebentos da cultura de reserva em segmentos com dois verticilos cada; colocar os
segmentos em baldes de Fernbach com meio de cultura de Andrews modificado (com sacarose a 3 %). Cada baldo
pode conter, no maximo, 50 segmentos de rebentos. Todavia, é necessdrio tomar precaugdes para que 0s segmentos
estejam vivos e ndo apresentem quaisquer raizes nem ramos laterais ou botdes (ver figura 1 no apéndice 3).

Os organismos da pré-cultura sio cultivados durante 14 a 21 dias em condicdes estéreis, numa cdmara com
ambiente condicionado com fases alternadas de luzjobscuridade de 16/8 horas. Intensidade da luz selecionada da
gama de 100-150 pE m~2 s-1. A temperatura dos recipientes de ensaio deve ser mantida a 23 £ 2 °C.

Uma vez que o meio de cultura de Andrews modificado contém sacarose — que estimula o crescimento de algas,
fungos e bactérias —, as solu¢des do produto quimico devem ser preparadas e cultivadas em condigBes estéreis.
Todos os liquidos, bem como o equipamento, sdo esterilizados antes da utilizagdo. A esterilizacdo é efetuada por
tratamento com ar aquecido (210 °C), durante 4 horas, ou em autoclave, durante 20 minutos a 121 °C. Além disso,
todos os frascos, pratos, vasos, etc., e outros equipamentos, sio submetidos a tratamento a chama na bancada de
trabalho estéril imediatamente antes da utilizacio.

Os rebentos sdo removidos em cultura pura dos frascos de pré-cultura, selecionando-se material tdo homogéneo
quanto possivel. Cada ensaio exige, pelo menos, 60 organismos de ensaio (ensaio com oito concentra¢des do
produto quimico em estudo). Para o ensaio, retiram-se novos ramos laterais das pré-culturas, estes sdo encurtados
para 2,5 cm desde a base (medidos com régua) e transferidos para um copo com meio de Andrews modificado e
estéril. Estes novos ramos laterais podem ser utilizados para o ensaio de toxicidade em Myriophyllum spicatum sem
sedimentos.

Figura 2

Corte de plantas da pré-cultura para o ensaio de toxicidade em Myriophyllum spicatum sem sedimentos.
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C.51 Ensaio de toxicidade de Myriophyllum spicatum dgua-sedimento
INTRODUCAO

1. O presente método de ensaio é equivalente ao Test Guideline 239 (2014) da OCDE. Encontram-se disponiveis
métodos de ensaio para monocotiledéneas aqudticas flutuantes, para a espécie Lemna (1) e para espécies de
algas (2). Estes métodos sdo habitualmente utilizados para gerar dados relativos ao risco dos produtos quimicos
em estudo, em especial dos produtos quimicos com atividade herbicida, para as espécies de plantas aqudticas
ndo visadas. Contudo, em alguns casos, podem ser necessarios dados para espécies de macréfitos adicionais. As
orientacdes recentes publicadas com base nas sessdes de trabalho da Sociedade de Toxicologia e Quimica
Ambiental (SETAC) sobre a avaliagio dos riscos dos pesticidas para os macréfitos aqudticos (AMRAP)
sugeriram que podem ser necessrios dados respeitantes a uma espécie de macrofitos enraizados, no que se
refere aos produtos quimicos a cujo modo de agdo se saiba que a Lemna e as algas ndo sdo sensiveis, ou se
a particio do sedimento constituir uma preocupacio, conduzindo a exposicdo através da absorgdo pela raiz
(3). Com base no conhecimento e experiéncia atuais, a Myriophyllum spp foi selecionada como a espécie
preferivel nos casos em que s3o necessirios dados respeitantes a uma dicotiledénea enraizada e subaquatica (4)
(5) (6). Este ensaio ndo substitui outros ensaios de toxicidade em meio aqudtico; deverd, isso sim,
complementa-los de modo a possibilitar uma avaliacdo mais completa dos riscos e dos perigos para a planta
aqudtica. O método de ensaio de Myriophyllum spicatum adgua-sedimento complementa o ensaio de toxicidade de
Myriophyllum spicatum sem sedimentos (7).

2. O presente documento descreve um método de ensaio que permite a avaliagdo dos efeitos de um produto
quimico na espécie aqudtica enraizada Myriophyllum spicatum, cultivada num sistema 4gua-sedimento.
O método de ensaio baseia-se parcialmente em métodos existentes (1) (2) (8) e tem em conta as investigacdes
recentes relacionadas com a avaliacdo de risco das plantas aqudticas (3). O método dgua-sedimento foi validado
por um estudo interlaboratorial internacional realizado com a espécie Myriophyllum cultivada em condi¢des
estdticas, exposta ao produto quimico em estudo mediante aplicacdes efetuadas através da coluna de dgua (9).
Todavia, o sistema de ensaio é facilmente adaptado para permitir a exposi¢io através de sedimentos
enriquecidos ou da fase aquosa, em cendrios semiestdticos ou de dose pulsada, embora estes cendrios nio
tenham sido formalmente objeto de estudos interlaboratoriais. Além disso, o método geral pode ser utilizado
para outras espécies enraizadas, subaqudticas e anfibias, nomeadamente outras espécies Myriophyllum — p. ex.,
Myriophyllum aquaticum — e Glyceria maxima (10). Pode ser necessirio efetuar alteracdes as condigdes, a
concegdo e a duracdo do ensaio para espécies alternativas. Designadamente, é necessdrio envidar esforcos
adicionais para definir procedimentos adequados aplicdveis ao Myriophyllum aquaticum. Estas op¢des ndo sdo
apresentadas em pormenor no presente método de ensaio, que descreve a abordagem-padrdo para a exposigdo
de Myriophyllum spicatum num sistema estético através da fase aquosa.

3. Este método de ensaio aplica-se a substancias em relagio as quais tenha sido validlado — para mais
pormenores, ver o relatério do estudo interlaboratorial (9) — ou a formula¢des, ou misturas conhecidas. E
possivel efetuar um ensaio de Myriophyllum para cumprir um requisito de dados de nivel 1 desencadeado por
possiveis problemas relativos a parti¢do do produto quimico no sedimento ou ao modo de agdo/seletividade.
De igual modo, pode ser necessdrio realizar um ensaio laboratorial em Myriophyllum no contexto de uma
estratégia de nivel superior para lidar com preocupagdes relacionadas com o risco para as plantas aqudticas.
O motivo especifico para a realizacio de um ensaio determinard a via de exposicdo (por exemplo, através da
dgua ou do sedimento). Antes da aplicagido do presente método para o ensaio de uma mistura com fins regula-
mentares, importa ponderar se, e em caso afirmativo, por que motivo, o método pode proporcionar resultados
adequados para o efeito. Essas consideragdes ndo sio necessdrias se existir um requisito regulamentar para
o0 ensaio da mistura.

PRINCIPIO DO ENSAIO

4. O ensaio foi concebido para avaliar os efeitos dos produtos quimicos no crescimento vegetativo de plantas
Myriophyllum cultivadas em meios normalizados (dgua, sedimentos e nutrientes). Para o efeito, dpices de
rebentos de plantas sauddveis que ndo se encontrem em estado de floracdo sdo incorporados num sedimento
artificial normalizado, complementado com nutrientes adicionais a fim de garantir o crescimento adequado das
plantas, e posteriormente conservados em meio de Smart e Barko (apéndice 1). Apds um periodo de estabele-
cimento, para permitir a formagdo de raizes, as plantas sdo expostas a uma série de concentragdes de ensaio
adicionadas a coluna de dgua. Em alternativa, é possivel simular a exposicdo através do sedimento mediante
o enriquecimento do sedimento artificial com o produto quimico em estudo e a transferéncia das plantas para
o sedimento enriquecido. Em ambos os casos, as plantas sio subsequentemente mantidas em condi¢des
ambientais controladas durante 14 dias. Os efeitos sobre o crescimento sdo determinados a partir de avaliagdes
quantitativas do comprimento, do peso fresco e do peso seco do rebento, bem como de observacdes
qualitativas de sintomas como clorose, necrose ou deformidades de crescimento.
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5. Para quantificar os efeitos relacionados com o produto quimico em estudo, compara-se o crescimento nas
solugdes de ensaio com o crescimento das plantas de controlo e determina-se a concentragdo que causa uma
inibi¢do de x % no crescimento, expressa como EC; «x» pode ser qualquer valor dependente dos requisitos
regulamentares — p. ex., EC,, EC,, e ECy,. De notar que as estimativas dos valores de EC,, e EC,, sdo apenas
fidveis e adequadas nos ensaios em que os coeficientes de variagio nas plantas do controlo sejam inferiores ao
nivel de efeito estimado, ou seja, os coeficientes de variagdo devem ser < 20 % para a estimativa sélida de uma
EC,,.

6. Deve determinar-se tanto a taxa média de crescimento especifico (calculada com base em avaliagdes do
comprimento, do peso fresco e do peso seco do rebento) como o rendimento (calculado com base no aumento
do comprimento, do peso fresco e do peso seco do rebento) das plantas tratadas e ndo tratadas. A taxa de
crescimento especifico (r) e o rendimento (y) sdo posteriormente utilizados para determinar a EC,_ (p. ex., E.C,,,
ECy ECyp) e a EC, (p. ex,, EC,y, E Cy, E C5), respetivamente.

7. Se necessdrio, a menor concentracdo com efeito observivel (LOEC) e a concentra¢do sem efeitos observéveis
(NOEC) podem ser determinadas estatisticamente a partir das estimativas do rendimento e das taxas médias de
crescimento especifico.

INFORMACOES SOBRE O PRODUTO QUIMICO EM ESTUDO

8. Deve utilizar-se um método analitico com sensibilidade adequada para a quantificacio dos produtos quimicos
no meio de ensaio.

9. As informacdes sobre o produto quimico em estudo que podem ser fiteis para estabelecer as condi¢des do
ensaio sio, entre outras, a féormula estrutural, a composi¢do — no caso de substincias multiconstituintes,
UVCB, misturas ou formulacdes —, a pureza, a solubilidade em dgua, a estabilidade a luz e em dgua,
a constante de dissociagio (pK)), o coeficiente de parti¢do octanol-dgua (K,,), o K; dos sedimentos — se
conhecido —, a pressdo de vapor e a biodegradabilidade. A solubilidade em 4dgua e a pressio de vapor podem
ser utilizadas para calcular a constante da Lei de Henry, que permitird verificar a probabilidade de perdas
significativas do produto quimico em estudo durante o periodo de ensaio. Caso sejam provaveis perdas dos
produtos quimicos, as mesmas devem ser quantificadas, devendo documentar-se os procedimentos
subsequentes para as controlar. Nos casos em que as informagdes sobre a solubilidade e a estabilidade do(s)
produto(s) quimico(s) em estudo forem imprecisas, recomenda-se que estas propriedades sejam avaliadas nas
condi¢des do ensaio, ou seja, com os mesmos meio de cultura, temperatura e regime de ilumina¢do que se
utilizardo no ensaio. Nota: Sempre que se ensaiem herbicidas peroxidantes com dependéncia da luz,
a iluminagdo laboratorial utilizada deve conter luz solar ultravioleta equivalente a presente na luz solar natural.

10. O pH deve ser medido e adaptado ao meio de ensaio, conforme adequado. O controlo do pH do meio é
particularmente importante, por exemplo, no caso dos ensaios com metais ou produtos quimicos hidroliti-
camente instdveis. Para mais pormenores sobre o ensaio de produtos quimicos cujas propriedades fisico-
-quimicas dificultam o ensaio, consultar o documento de orientagdes da OCDE (11).

VALIDADE DO ENSAIO

11. Para que os resultados do ensaio sejam vilidos, o comprimento total médio dos rebentos e o peso fresco total
médio dos rebentos nas plantas de controlo devem, pelo menos, duplicar durante a fase de exposi¢do. Além
disso, as plantas de controlo ndo devem apresentar quaisquer sintomas visuais de clorose e devem encontrar-se
visivelmente livres de contaminagio por outros organismos como algas eou peliculas bacterianas nas plantas,
na superficie do sedimento e no meio de ensaio.

12. O coeficiente médio de variagdo do rendimento, com base em medi¢des do peso fresco do rebento (ou seja, do
inicio ao fim do ensaio), nas culturas de controlo, ndo deve exceder 35 % entre os replicados.

PRODUTO QUIMICO DE REFERENCIA

13. Para verificar o desempenho do procedimento de ensaio ao longo do tempo, deve ensaiar-se periodicamente
um ou mais produtos quimicos de referéncia, como o 3,5-diclorofenol (3,5-DCP), utilizado no estudo interlabo-
ratorial (9). Os dados do estudo interlaboratorial indicam que os valores médios de EC,, do 3,5-DCP para as
diferentes varidveis de resposta se situavam entre 4,7 mg/l e 6,1 mg/l (ver o relatério do estudo interlaboratorial
para informagdes sobre o intervalo de confianga previsto a partir destes valores). E aconselhdvel submeter
a ensaio um produto quimico de referéncia pelo menos duas vezes por ano ou, se os ensaios forem realizados
com pouca frequéncia, em paralelo com os ensaios de toxicidade definitivos. O relatério estatistico do estudo
interlaboratorial internacional apresenta um guia para os valores de EC,, previstos para 3,5-DCP (9).
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DESCRICAO DO METODO
Equipamento de ensaio

14. O ensaio deve ser realizado em condi¢des ambientais controladas, ou seja, numa cdmara de crescimento, sala
de crescimento ou laboratdrio, com fotoperiodo, ilumina¢do e temperatura controldveis (ver sec¢do «Condices
de ensaio», pontos 56-58). As culturas de reserva devem ser conservadas separadamente dos recipientes de
ensaio.

15. O estudo deve ser realizado com recipientes de ensaio de vidro, tais como aqudrios ou copos; costumam
utilizar-se copos de vidro de 2 1 (aproximadamente 24 ¢cm de altura e 11 cm de didmetro). Todavia, podem ser
adequados outros recipientes (de maior dimensdo), desde que a profundidade da dgua seja suficiente para
permitir o crescimento ilimitado e manter as plantas submersas durante toda a dura¢do do ensaio.

16. Como recipientes para incorporar as plantas no sedimento, podem utilizar-se vasos de pldstico ou vidro, com
cerca de 9 cm de didmetro, 8 cm de altura e 500 ml de volume. Em alternativa, é possivel utilizar copos de
vidro, que sdo preferiveis em alguns casos (por exemplo, ensaio de produtos quimicos hidréfobos ou com K,
elevado).

17. A selegdo das dimensdes do vaso/copo deve ser ponderada a par da selecdo dos recipientes de ensaio e da
concecdo de ensaio preferivel — ver abaixo. Caso se utilize o ensaio A (um rebento por vaso com trés vasos
por recipiente) podem ser necessdrios vasos de menor dimensio ou recipientes de maior dimensdo. Caso se
utilize o ensaio B (trés rebentos por vaso e um vaso por recipiente) a dimensdo dos referidos vaso e recipiente
deve ser adequada. Em todos os casos, a profundidade minima de dgua sobreposta deve encontrar-se 12 cm
acima do topo do sedimento e o ricio volume/[superficie do sedimento para o volume/superficie da dgua deve
ser registado.

Organismo de ensaio

18. As abordagens gerais descritas no presente método de ensaio podem ser utilizadas para proceder ao ensaio de
uma série de espécies de plantas aqudticas. Contudo, as condicdes descritas no presente método de ensaio
foram adaptadas para o ensaio da espécie pinheirinha-de-dgua, Myriophyllum spicatum. Esta espécie pertence a
familia das dicotiledoneas, Haloragaceae.

19. A Myriophyllum spicatum (pinheirinha-de-dgua eurasidtica) é uma espécie subaquatica e enraizada que tolera um
amplo conjunto de condi¢des e se encontra em massas de dgua estdticas e correntes. A M. spicatum é uma
planta perene que se reduz apenas a raiz no inverno. Normalmente, as plantas florescem e fixam sementes
liviemente, embora a propagagio vegetativa através de botdes complementares ou fragmentos de ramos que se
separam naturalmente ou apds perturbacdes seja muitas vezes o principal método de colonizacio.

Cultura do organismo de ensaio

20. As plantas podem ser obtidas de populagdes naturais ou através de fornecedores de plantas aqudticas. Em
ambos os casos, a origem das plantas deve ser documentada e a identidade da espécie deve ser verificada. E
necessario tomar precaugdes especiais para garantir que é obtida a espécie correta na recolha de Myriophyllum
spicatum no campo, especialmente nas regides em que esta é capaz de se cruzar com outras espécies de
Myriophyllum. Em caso de duvida, recomenda-se a utilizacdo de culturas laboratoriais verificadas provenientes
de fontes conhecidas. As plantas que tenham sido expostas a contaminantes quimicos ou recolhidas de locais
poluidos ndo devem ser utilizadas no presente ensaio.

21. Nas regides em que a M. spicatum ndo se encontre prontamente disponivel durante os meses de inverno, pode
ser necessdria a manutengdo de culturas de reserva a longo prazo em condicdes laboratoriais ou em estufa. As
culturas de reserva devem ser mantidas em condi¢des semelhantes as condi¢des de ensaio, embora seja possivel
reduzir a irradiagdo e a temperatura com vista a diminuir a frequéncia da manutencio das culturas (por
exemplo, quando ndo estejam previstos ensaios em Mpyriophyllum durante um determinado periodo).
Recomenda-se a utilizagdo de aqudrios e vasos de maior dimensdo do que a que seria utilizada nos ensaios, de
modo a proporcionar espago para a proliferagdo. A composi¢io do sedimento e do meio aqudtico deve ser
a mesma que a utilizada para os ensaios, embora seja possivel adotar métodos alternativos de fertilizacio do
sedimento (por exemplo, utilizacdo de férmulas fertilizantes comerciais de libertagio lenta).
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22. As plantas de reserva devem estar visivelmente livres de contaminagdo por quaisquer outros organismos,
a saber, caracdis, algas filamentosas, fungos e insetos, por exemplo, ovos ou larvas da traga Paraponyx stratiotata
e larvas ou adultos dos curculionideos Eubrychius velutus. O enxaguamento do material vegetal em dgua fresca
pode ser necessdrio para eliminar contaminagdes visiveis. Além disso, devem envidar-se esforcos para
minimizar o desenvolvimento de contaminagdo por algas unicelulares e bactérias, embora ndo seja necessdria
a esterilidade total do material vegetal. As culturas de reserva devem ser monitorizadas e transplantadas
conforme necessdrio a fim de evitar o desenvolvimento de contaminagdo por algas ou bactérias. O arejamento
das culturas de reserva pode ser benéfico caso a contaminagdo por algas ou bactérias se torne problematica.

23. Em todos os casos, as plantas sio cultivadasfaclimatadas em condi¢des semelhantes, mas ndo necessariamente
idénticas, as utilizadas no ensaio durante um periodo adequado (ou seja, > 2 semanas) antes da sua utilizacdo
num ensaio.

24. As culturas de reserva em fase de floracdo nio devem ser utilizadas nos ensaios, uma vez que, em geral, as
taxas de crescimento vegetativo diminuem durante a apés a fase de floragio.

Sedimento

25. Recomenda-se que sejam utilizados no presente ensaio sedimentos formulados com a seguinte composicio,
baseada na do sedimento artificial utilizado no capitulo C.28 do presente anexo 8. O sedimento é preparado
conforme descrito no método de ensaio C.28, com a excegdo da adi¢do de nutrientes como descrito abaixo:

a) 4-5 % de turfa (peso seco, 2 = 0,5 % de carbono organico) com pH tdo préximo quanto possivel de 5,5
a 6,0; é importante utilizar turfa na forma pulverulenta, finamente moida (de preferéncia, uma granulo-
metria < 1 mm) e apenas seca ao ar.

b) 20 % (peso seco) de argila caulinica, de preferéncia com teor de caulinite superior a 30 %.

¢) 75-76 % (peso seco) de areia quartzitica (com predomindncia de areia fina com mais de 50 % de particulas
de granulometria compreendida entre 50 e 200 pm).

d) Adiciona-se um meio nutriente aquoso para que o lote de sedimento final contenha 200 mg/kg de
sedimento seco de cloreto de aménio e fosfato de sddio e o teor de humidade da mistura final se encontre
num intervalo de 30-50 %.

e) A quantidade de carbonato de célcio (CaCO,) quimicamente puro necessdria para ajustar o pH da mistura
final dos sedimentos a 7,0 £ 0,5.

26. As fontes da turfa, da argila caulinica e da areia devem ser conhecidas e documentadas. Caso a origem seja
desconhecida ou acarrete algum nivel de preocupagio, os respetivos componentes devem ser verificados para
determinar a auséncia de contaminagdo quimica (por exemplo, metais pesados, compostos organoclorados,
compostos organofosforados).

27. Os componentes secos do sedimento devem ser misturados de forma homogénea antes da mistura vigorosa da
solucdo de nutrientes aquosa no sedimento. O sedimento himido deve ser preparado pelo menos dois dias
antes da utilizacdo, a fim de permitir a imersdo completa da turfa e prevenir a flutuacdo de particulas de turfa
hidréfobas até a superficie quando o sedimento é sobreposto com o meio; antes da utilizagdo, o sedimento
hiimido pode ser conservado ao abrigo da luz.

28. Para o ensaio, o sedimento ¢ transferido para recipientes de dimensdo adequada, tais como vasos de um
diametro inferior ao dos recipientes de vidro (a superficie do sedimento deve cobrir aproximadamente 70 %,
ou mais, da superficie do recipiente). Nos casos em que o recipiente tenha orificios no fundo, um pedago de
papel de filtro no fundo do recipiente ajudard a manter o sedimento no mesmo. Enchem-se os vasos com
o sedimento de modo a que a superficie deste esteja nivelada, antes da sua cobertura com uma camada fina (~
2 a 3 mm) de um material inerte como areia ou gravilha fina de horticultura (ou coral esmagado), a fim de
manter o sedimento no lugar.

Meio de ensaio

29. Recomenda-se o meio de Smart e Barko (12) para a cultura e o ensaio de Myriophyllum spicatum. A preparagio
deste meio é descrita no apéndice 1. Para um crescimento 6timo das plantas, o pH do meio (fase aquosa) no
inicio do ensaio deve situar-se entre 7,5 ¢ 8,0.
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Concecio experimental

30. O ensaio deve integrar, no minimo, seis recipientes de ensaio de replicados para o controlo nio tratado e, no
minimo, quatro recipientes de ensaio de replicados para cada um de um minimo de cinco niveis de
concentragdo.

31. Caso ndo seja necessario determinar a NOEC, o ensaio poderd ser alterado de modo a aumentar o niimero de
concentragdes estudadas, reduzindo o nimero de replicados por concentragdo.

32. Cada recipiente de ensaio representa um replicado com trés rebentos. Existem duas opg¢des para o cultivo de
trés rebentos em cada recipiente de ensaio:

— Ensaio A: um rebento por vaso e trés vasos por recipiente.
— Ensaio B: trés rebentos por vaso e um vaso por recipiente.

— Sd0 aceitdveis ensaios alternativos com um rebento por vaso por recipiente de ensaio, desde que
a replicagdo seja ajustada conforme necessario a fim de atingir os critérios de validade exigidos.

33. Cada recipiente de ensaio deve ser repartido aleatoriamente pelos grupos de ensaio. A colocacdo aleatéria dos
frascos na zona de ensaio é necessdria para reduzir ao minimo a influéncia das diferengas espaciais em termos
de intensidade da luz ou de temperatura.

Concentracdes do produto quimico em estudo e grupos de controlo

34. Em regra, as concentra¢des devem seguir uma progressdo geométrica; o fator de separagdo entre as concen-
tragdes de ensaio ndo deve ser superior a 3,2. O conhecimento prévio da toxicidade do produto quimico em
estudo, determinada com base nos resultados de ensaios de determinacio da gama de concentragdes, permite
uma mais ficil escolha das concentracdes a utilizar no ensaio.

35. Para a determina¢do de uma EC,, as concentra¢des de ensaio devem abranger a EC,, de modo a garantir um
nivel de confianca apropriado. Por exemplo, para a determinacio da EC,, a concentracio de ensaio mais
elevada deve ser superior ao valor de ECy,. Se o valor de EC;, se situar fora da gama de concentracdes
ensaiadas, os intervalos de confianca associados serdo maiores, o que poderd impossibilitar o ajustamento de
um modelo estatistico. A utilizacgio de mais concentracdes de ensaio aumentard o intervalo de confianca
relativo ao valor de EC_ resultante.

36. Para determinar a LOEC/NOEC (ponto final facultativo), a concentracdo mais baixa ensaiada deve ser suficien-
temente fraca para que o crescimento ndo seja significativamente diferente do crescimento nas plantas de
controlo. Por outro lado, a concentracio mais elevada a ensaiar deve ser suficientemente elevada para que
o crescimento seja significativamente inferior ao do controlo. A utilizagdo de mais replicados aumentard
o poder estatistico da concegdo concentragio-sem efeito/ ANOVA.

Ensaio no limite

37. Nos casos em que um ensaio de determinagio da gama de concentragdes indique que o produto quimico em
estudo ndo apresenta efeitos téxicos em concentragdes até 100 mg/l ou até ao seu limite de solubilidade no
meio de ensaio, ou ainda, no caso de uma férmula, até ao limite de capacidade de dispersdo, pode proceder-se
a um ensaio no limite para facilitar a comparagdo das respostas de um grupo de controlo e de um grupo
exposto ao produto quimico em estudo (a uma concentragdo de 100 mg/l ou que corresponda ao limite de
solubilidade, ou de 1 000 mg/kg de sedimento seco). Este ensaio deve seguir os principios gerais de um ensaio-
-padrio dose-resposta, com a exce¢do de se recomendar um aumento do niimero minimo de replicados para
seis recipientes de ensaio por controlo e concentragdo. O crescimento dos grupos de controlo e de exposicdo
pode ser analisado através de um ensaio estatistico de comparagio das médias, como, por exemplo, o teste t de
Student.

Solucdes de ensaio

38. Em geral, as solucdes de ensaio sdo preparadas por dilui¢do de uma solu¢do de reserva, preparada através da
dissolugdo ou dispersdo do produto quimico em meio de Smart e Barko, com dgua desmineralizada (ou seja,
dgua destilada ou desionizada (ver apéndice 1).
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39. Regra geral, a concentracdo de ensaio mais elevada ndo deve exceder a solubilidade em dgua do produto
quimico em estudo ou, no caso de férmulas, a capacidade de dispersio nas condi¢des de ensaio.

40. No caso de produtos quimicos com baixa solubilidade em dgua, poderd ser necessario preparar uma solugio de
reserva concentrada ou dispersar o produto por meio de um dispersante ou solvente orgdnico, de modo
a facilitar a adi¢do de quantidades exatas do produto quimico ao meio de ensaio e as suas dispersio e
dissolugdo. Devem ser envidados todos os esforos para evitar utilizar solventes ou dispersantes desse tipo.
A utilizagdo de dispersantes ou de solventes auxiliares ndo deverd acarretar qualquer fitotoxicidade. A acetona e
a dimetilformamida, por exemplo, incluem-se entre os solventes mais comuns que ndo causam fitotoxicidade
em concentragdes até 100 pl/l. Caso se utilize um solvente ou dispersante, a sua concentragdo final deve ser
registada e reduzida ao minimo (< 100 plfl). Nestas circunstincias, todos os tratamentos e controlos (do
solvente) devem conter a mesma concentragio de solvente ou dispersante. Os replicados do controlo nido
tratado que ndo contenham um solvente ou dispersante também sdo integrados no ensaio. Para mais
orientacdes sobre a utilizagdo de dispersantes, consultar o documento de orientagio da OCDE (11).

PROCEDIMENTO DE ENSAIO

41. O procedimento de ensaio varia em funcio da via de aplicagdo do produto quimico em estudo (ou seja, através
da fase aquosa ou sedimentar). O comportamento provavel do produto quimico em estudo num sistema agua-
-sedimento deve ser tido em conta para fundamentar a escolha do regime de exposi¢do utilizado no ensaio (ou
seja, renovagdo estitica ou semiestdtica, dgua enriquecida ou sedimento enriquecido). Os ensaios com
sedimento enriquecido podem ser preferiveis em alguns casos, no que se refere aos produtos quimicos nos
quais se prevé observar uma parti¢do significativa no sedimento.

Fase de estabelecimento

42. Sido cortados das plantas de cultura dpices/pontas de rebentos sauddveis, ou seja, sem rebentos laterais, para
obter rebentos com um comprimento de 6 cm (+ 1 cm). Para o ensaio A (um rebento por vaso e trés vasos
por recipiente) uma tnica ponta do rebento ¢ plantada em cada vaso. Para o ensaio B (trés rebentos por vaso e
um vaso por recipiente) quatro a cinco dpices do rebento sio plantados em cada vaso com o sedimento.

43. Em ambos os casos devem ser plantados vasos adicionais para permitir a selecio de plantas uniformes no
inicio do ensaio, bem como para proporcionar plantas de reserva a utilizar para a inspecdo do crescimento de
raizes imediatamente antes do tratamento e plantas de reserva a colher para medi¢des da biomassa e do
comprimento dos rebentos no dia 0.

44. Os rebentos sdo inseridos de modo a que cerca de 3 cm — cobrindo pelo menos dois nés — se encontrem
abaixo da superficie do sedimento.

45. Subsequentemente, os vasos sdo transferidos para os recipientes de ensaio nas mesmas condi¢des ambientais
utilizadas na fase de exposi¢do e conservados durante sete dias em meio de Smart e Barko para induzir
o desenvolvimento das rafzes.

46. Apds este periodo, varias plantas dos vasos de reserva devem ser removidas para inspecdo do crescimento das
raizes. Caso o crescimento das raizes ndo seja visivel (ou seja, as pontas das raizes ndo sejam visiveis), a fase de
estabelecimento deve ser prorrogada até que o crescimento das raizes seja visivel. Recomenda-se este passo
a fim de garantir que as plantas se encontram em crescimento ativo no momento do inicio do ensaio.

Sele¢io de material vegetal uniforme

47. No que se refere ao ensaio A (um rebento por vaso e trés vasos por recipiente) os vasos sio selecionados com
base na uniformidade antes do inicio do ensaio. No caso do ensaio B (trés rebentos por vaso e um vaso por
recipiente), as plantas de reserva sdo removidas para deixar trés plantas de dimensdo e aspeto uniformes.



28.4.2017 Jornal Oficial da Unido Europeia L 112/391

Exposicdo através da fase aquosa

48. Os vasos, selecionados com base na uniformidade, sdo colocados nos recipientes de ensaio, tal como exigido
pela concecdo experimental. O meio de Smart e Barko é entdo adicionado aos recipientes de ensaio. Devem
tomar-se precaucdes para evitar perturbagdes do sedimento. Para este efeito, 0 meio pode ser adicionado com
um funil ou um disco de plastico que cubra o sedimento enquanto o meio é vertido nos recipientes de ensaio,
desde que o disco seja removido imediatamente depois. Em alternativa, os vasos das plantas podem ser
colocados nos recipientes de ensaio apés a adigdo do meio. Em ambos os casos, é possivel utilizar um novo
meio no inicio da fase de exposicdo, se necessdrio para minimizar a potencial acumulacdo de algas e bactérias
ou para permitir a preparagio de lotes tinicos da solugdo de ensaio nos replicados.

49. Mede-se o comprimento do rebento acima do sedimento, quer antes quer depois da adi¢io do meio.

50. As quantidades adequadas do produto quimico em estudo podem ser adicionadas ao meio de ensaio antes da
introdugdo deste nos recipientes de ensaio. Em alternativa, o produto quimico em estudo pode ser introduzido
no meio apds a sua adigdo aos recipientes de ensaio. Neste caso, devem tomar-se precaucdes a fim de assegurar
que o produto quimico em estudo ¢é distribuido de forma homogénea no sistema de ensaio sem perturbar
o sedimento.

51. Em todos os casos, o aspeto (por exemplo, limpido, turvo, etc.) do meio é registado no inicio do ensaio.

Exposicio através do sedimento

52. O enriquecimento dos novos sedimentos na concentragio escolhida é efetuado por adicdo direta de uma
solugdo do produto quimico em estudo. Com o auxilio de um moinho de rolos ou de um misturador de
alimentos — ou manualmente —, adiciona-se aos sedimentos formulados uma solugio de reserva do produto
quimico em estudo, dissolvida em dgua desionizada. Se o produto quimico for pouco solivel em dgua, pode
ser dissolvido num volume tdo baixo quanto possivel de um solvente orginico adequado (por exemplo,
hexano, acetona ou cloroférmio). Seguidamente, esta solugio é misturada com cerca de 10 g de areia
quartzitica fina por recipiente de ensaio. Deixa-se que o solvente se evapore e mistura-se a areia com
a quantidade adequada de sedimento por copo de ensaio. Para solubilizar, dispersar ou emulsionar o produto
quimico em estudo apenas podem utilizar-se agentes de fécil volatilizagdo. O volume/peso da areia enriquecida
com o produto quimico em estudo tem de ser tido em conta na preparacio final do sedimento (o sedimento
deve, pois, ser preparado com menos areia). Deve ter-se o cuidado de assegurar a distribui¢do total e uniforme
do produto quimico no sedimento.

53. Enchem-se os vasos com o sedimento enriquecido, como atrds descrito. As plantas, selecionadas com base na
uniformidade e num sistema radicular adequado, sdo removidas dos vasos utilizados durante a fase de estabele-
cimento e transplantadas para o sedimento enriquecido como descrito acima.

54. Os vasos sdo colocados nos recipientes de ensaio, tal como exigido pela concegio experimental. Em seguida,
adiciona-se cuidadosamente, com um funil, o meio de Smart e Barko, para evitar a perturbacdo do sedimento.
Mede-se o comprimento do rebento acima do sedimento, quer antes ou depois da introdu¢io do meio.

Manutencio dos niveis de dgua ao longo da duracio do ensaio

55. O volume de dgua final deve ser registado e o nivel de dgua assinalado em cada recipiente de ensaio. Caso mais
de 10 % da dgua se evapore durante o ensaio, o nivel de dgua deve ser ajustado com dgua destilada. Se
necessdrio, os copos podem ser tapados, mas nio vedados, com uma cobertura transparente — como tampas
de plastico —, para minimizar a evaporacdo e a contaminagdo por esporos de algas.

Condicdes de ensaio

56. Utiliza-se iluminagdo fluorescente com luz branca, quente efou fria, para proporcionar uma radiacdo luminosa
na gama de aproximadamente 140 (x 20) pE'‘m? s~ 'medida num comprimento de onda de fotossintese (400-
-700 nm) a superficie da dgua, utilizando um ciclo de 16 horas de luz seguidas de 8 horas de escuriddo.
Quaisquer diferencas em relacio a radiacdo luminosa selecionada na zona de ensaio nio devem excede r
o intervalo de + 15 %.
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57. A temperatura dos recipientes de ensaio é 20 * 2 °C.

58. O pH do meio de controlo ndo deve aumentar mais de 1,5 unidades durante o ensaio. No entanto, um desvio
superior a 1,5 unidades de pH néo invalidard o ensaio quando se possa demonstrar que os critérios de validade
previamente especificados sdo cumpridos.

Duracio do ensaio

59. O periodo de exposicdo ¢ de 14 dias.

Medicdes e determinagdes analiticas
60. Apds a fase de estabelecimento e imediatamente antes do tratamento (ou seja, no dia 0), as plantas de reserva
de cinco vasos selecionados aleatoriamente para o ensaio com trés plantas por vaso ou 15 vasos para o ensaio

com uma planta por vaso sdo colhidas para avaliacio do comprimento do rebento, bem como do peso fresco
e seco, como descrito abaixo.

61. No que diz respeito as plantas transferidas para a fase de exposi¢do, sdo efetuadas as seguintes avaliagdes
conforme demonstrado no quadro 1:

— Registam-se as medi¢des do comprimento do rebento principal, o ntmero de rebentos laterais e
o comprimento dos rebentos laterais pelo menos no final do periodo de exposi¢do (por exemplo, no

dia 14).

— Registam-se as avaliacdes visuais da satide da planta pelo menos trés vezes durante o periodo de exposicio
(por exemplo, nos dias 0, 7 e 14).

— Efetuam-se medi¢des do peso fresco e seco dos rebentos no final do ensaio (ou seja, no dia 14).

62. O comprimento dos rebentos é determinado com uma régua. Caso existam rebentos laterais, também devem
registar-se os seus nimeros e o respetivo comprimento.

63. As avalia¢des visuais da satide das plantas sdo efetuadas através do registo do aspeto das plantas e da condi¢do
geral do meio de ensaio. As observagdes a registar incluem o seguinte:

— necrose, clorose ou outra descoloragdo como vermelhiddo excessiva em relagdo as plantas de controlo;

— contaminagdo por bactérias ou algas;

— anomalias de crescimento, como crescimento incompleto, alteragdes na distincia entre os nos, folhas/
[rebentos  distorcidos, proliferacgio de rebentos laterais, perda de folhas, perda de turgescéncia e
fragmentacdo do caule;

— as avaliagdes visuais da satide das raizes s3o efetuadas no final do ensaio, ap6s uma lavagem cuidadosa para
retirar o sedimento das raizes a fim de permitir a observacdo do sistema radicular. Apresenta-se em seguida
uma proposta de escala para a avaliagdo, por comparagdo com as plantas de controlo:

1) auséncia de raizes
2) poucas raizes
3) desenvolvimento moderado da raiz
4) desenvolvimento muito bom da raiz, semelhante aos controlos
64. As determinagdes do peso fresco sdo efetuadas no inicio e no final do ensaio através do corte do rebento ao
nivel do sedimento e da subsequente secagem com papel antes da pesagem. Devem tomar-se precau¢des para
remover as particulas de sedimento suscetiveis de aderir & base do rebento. Em seguida, o material do rebento é

colocado numa estufa de secagem a cerca de 60 °C para secagem até um peso constante, antes da nova
pesagem e do registo do peso seco.

65. O quadro 1 apresenta um resumo das avaliacdes bioldgicas minimas exigidas ao longo da dura¢io do ensaio.
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Quadro 1

Calenddrio de avaliagio

Myriophyllum spicatum
Dia apds trata-

mento Comprimento do rebento, N Peso fresco e seco dos re-

. . Avaliagdo visual dos pH
(DAT) comprimento e nimero bentos,

) rebentos s . 0]
dos rebentos laterais Avaliagdo visual das raizes 2
0 A A A A
4 — — R —
7 — A - A
14 A A A A

A: indica que sdo necessdrias avaliagdes nestas ocasides
—: indica que ndo sdo necessdrias medicdes

Frequéncia das medigdes e determinacdes analiticas

66. Deve registar-se diariamente a temperatura do meio contido num frasco suplementar mantido nas mesmas
condicdes na cdmara de crescimento, incubadora ou sala utilizada para o ensaio (ou continuamente com um
registador de dados).

67. O pH e a concentragdo do oxigénio dissolvido do meio de ensaio devem ser verificados no inicio do mesmo,
pelo menos uma vez durante o estudo e no final deste, em todos os replicados. Em cada ocasido, as medi¢des
devem ser efetuadas na mesma altura do dia. Caso se utilizem solugbes a granel para preparar todos os
replicados em cada concentragdo de ensaio, é aceitdvel uma tinica medicdo de cada solucdo a granel no dia 0.

68. Deve medir-se a irradidncia na camara de crescimento, na incubadora ou na sala, em pontos equivalentes ao
nivel da superficie da dgua. As medicdes deverdo ser efetuadas pelo menos uma vez no inicio do ensaio ou
durante o mesmo. O método de detecio e medicdo da luz e, em particular, o tipo de sensor utilizado, afetario
o valor medido. Os sensores esféricos (que reagem a luz proveniente de todos os dngulos acima e abaixo do
plano de medigdo) e os sensores «de cosseno» (que respondem a luz proveniente de todos os angulos acima do
plano de medigdo) sdo preferiveis aos sensores unidirecionais e fornecem leituras mais elevadas para as fontes
multiplas de luz do tipo aqui descrito.

Determinagdes analiticas do produto quimico em estudo

69. A aplicagio correta do produto quimico em estudo deve ser fundamentada por determinagdes analiticas das
concentragdes do produto quimico em estudo.

70. Devem ser colhidas amostras de dgua para andlise quimica pouco depois do inicio do ensaio (ou seja, no dia de
aplicacdo, para produtos quimicos em estudo estdveis, ou uma hora apés a aplicagio, para produtos quimicos
que ndo sejam estaveis), bem como no final do mesmo, para todas as concentragdes de ensaio.

71. As concentra¢des no sedimento e nas dguas capilares deste devem ser determinadas no inicio do ensaio e no
final do mesmo, pelo menos na concentra¢io de ensaio mais elevada, a menos que se saiba que os produtos
quimicos em estudo sdo estdveis em dgua (> 80 % da concentracio nominal). Pode ndo ser necessirio efetuar
medi¢des nos sedimentos e nas dguas capilares, caso a parti¢do do produto quimico em estudo entre a dgua e
os sedimentos tenha sido claramente determinada num estudo dgua/sedimento em condi¢des comparéveis (por
exemplo, coeficiente de particio sedimentofdgua, método de aplicacdo, tipo de sedimento).
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72. A amostragem do sedimento no inicio do ensaio é passivel de perturbar o sistema. Assim, pode ser necessario
um ntmero adicional de recipientes de ensaio tratados a fim de facilitar as determinacdes analiticas no inicio e
no final do ensaio. Do mesmo modo, sempre que se considere necessiria a realizagio de avaliacdes intermédias
— ou seja, no dia 7 — e as andlises exijam grandes amostras de sedimento impossiveis de remover facilmente
do sistema de ensaio, as determinagdes analiticas devem ser executadas com recipientes de ensaio adicionais
tratados da mesma forma que os utilizados para as avaliagdes bioldgicas.

73. Recomenda-se a centrifugacio, por exemplo, a 10 000 g e 4 °C durante 30 minutos, com vista a isolar a dgua
intersticial. No entanto, a filtragem também é aceitdvel, se se demonstrar que o produto quimico em estudo
ndo é absorvido pelos filtros. Em alguns casos, se a amostra for demasiado pequena, poderd nido ser possivel
analisar as concentragdes da dgua capilar.

74. Nos ensaios semiestdticos (ou seja, exposicdo através da fase aquosa) em que ndo se preveja que a concentragdo
do produto ou produtos quimicos relevantes permanega no intervalo de 20 % da concentra¢do nominal ao
longo da duracdo do ensaio sem renovacio das solu¢des de ensaio, devem recolher-se amostras das solucdes
usadas e preparadas de fresco para andlises da concentracio do produto quimico em estudo em cada
renovacao.

75. Nos casos em que a concentragdo inicial medida do produto quimico em estudo ndo se encontre no intervalo
de 20 % do valor nominal, mas em que se possam fornecer provas suficientes de que as concentragdes iniciais
sdo reprodutiveis e estdveis (isto é, se mantém dentro da gama 80-120 % das concentragdes iniciais), as
determinag¢des quimicas podem ser limitadas as concentragdes maior e menor usadas no ensaio.

76. Em todos os casos, a determinagdo das concentragdes do produto quimico em estudo sé precisa de ser
efetuada no recipiente de um dos replicados, para cada concentracdo de ensaio. Em alternativa, as solugdes de
ensaio de todos os replicados para cada concentracdo podem ser agrupadas para anlise.

77. Se existirem provas de que a concentragdo do produto quimico em estudo ndo variou mais de 20 % ao longo
do ensaio relativamente ao valor da concentragdio nominal ou da concentragio inicial medida, a andlise dos
resultados e a subsequente obtencdo de pontos finais podem basear-se nos valores nominais ou iniciais
medidos.

78. Nestes casos, as concentragdes com efeitos devem basear-se em concentragdes nominais ou medidas na dgua
no inicio do ensaio.

79. Todavia, caso existam indicios de que a concentragdo diminuiu ao longo do ensaio — ou seja, ndo se manteve
no intervalo de 20 % da concentragdo nominal ou inicial medida no compartimento tratado —, a andlise dos
resultados deve basear-se na média geométrica da concentracdo durante a exposi¢do ou em modelos que
descrevam a diminui¢do da concentragdo do produto quimico em estudo no compartimento tratado (11).

AVALIACAO DOS DADOS

80. Nos casos em que seja necessdria a utilizagdo de um solvente/dispersante, os dados dos controlos sem
tratamento e com o solvente podem ser agrupados para efeitos de andlise estatistica, desde que as respostas dos
controlos sem tratamento e com o solvente nio sejam significativamente diferentes em termos estatisticos.

Varidveis de resposta

81. O objetivo do ensaio consiste em determinar os efeitos do produto quimico em estudo no crescimento
vegetativo da espécie de ensaio, mediante a utilizagio de duas varidveis de resposta, a taxa média de
crescimento especifico e o rendimento, do seguinte modo:
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Taxa média de crescimento especifico

82. Esta varidvel de resposta baseia-se em alteragdes nos logaritmos do comprimento total do rebento, no peso
fresco total do rebento e no peso seco total do rebento, ao longo do tempo, nos controlos e em cada grupo de
exposicdo. E calculada para cada um dos replicados de cada grupo de controlo e de exposi¢do. O peso e

o comprimento médios das trés plantas por recipiente de ensaio (replicado) e, subsequentemente, a taxa de
crescimento para cada replicado, sdo calculados pela seguinte férmula:

_ In(N) -In(N)

Pi-j ¢

em que:

j; taxa média de crescimento especifico entre 0 momento i e 0 momento j
N;: varidvel de medicdo no recipiente de ensaio ou de controlo no momento i
varidvel de medi¢do no recipiente de ensaio ou de controlo no momento j

t:  periodo decorrido entre i e j

83. A partir dos valores dos replicados, calcula-se um valor médio da taxa de crescimento, associado as respetivas
estimativas da varidncia para cada um dos grupos de exposicdo e de controlo.

84. Calcula-se a taxa média de crescimento especifico para a totalidade do periodo de ensaio (na férmula acima, «»
¢ o momento inicial e ¢» o momento final do ensaio). Para cada uma das concentragdes de ensaio e de
controlo, calcular o valor médio da taxa média de crescimento especifico, associado as respetivas estimativas da
variancia.

85. A percentagem de inibicio da taxa de crescimento (I) pode entdo ser calculada para cada concentragio de
ensaio (grupos expostos), de acordo com a seguinte férmula:

o, — B 160
226

em que:

% Ir: inibi¢do percentual da taxa média de crescimento especifico
pC: valor médio de p no controlo

pT:  valor médio de p no grupo de tratamento

Rendimento
86. Esta varidvel de resposta baseia-se em altera¢des ao longo do tempo no comprimento total, no peso fresco

total e no peso seco total do rebento, nos controlos e em cada grupo exposto. Para cada grupo exposto,
a percentagem média de inibicdo do rendimento ( % ly) é calculada do seguinte modo:

(bc B bT)

il =
C

em que:

% 1: redugdo percentual do rendimento
b biomassa final menos biomassa inicial do grupo de controlo

b;:  biomassa final menos biomassa inicial do grupo exposto
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Representacio grifica das curvas concentragio-resposta

87. Devem representar-se as curvas de concentragio-resposta, que relacionam a percentagem média de inibicdo da
varidvel de resposta (I, ou L), calculadas como se indica acima, com o logaritmo da concentracdo do produto
quimico em estudo.

Estimativa da EC_

88. As estimativas da EC_ (p. ex.: EC,,) devem basear-se tanto na taxa média de crescimento especifico (E.C,) como
no rendimento (E,C,), devendo cada uma dessas medidas, por seu turno, basear-se no peso fresco total, no peso
seco total e no comprimento total do rebento.

89. Cabe aqui notar que os valores de EC, calculados através destas duas varidveis de resposta ndo sdo compardveis
e que a diferenca entre esses valores é reconhecida para efeitos da utilizagio dos resultados do ensaio. Os
valores de EC_ baseados na taxa média de crescimento especifico (EC,) sdo, na maioria dos casos, mais
elevados do que os resultados baseados no rendimento (E,C,) — se forem seguidas as condigdes de ensaio
apresentadas no presente método de ensaio — devido a base matemdtica das respetivas abordagens. Esta
diferenca ndo deve ser interpretada como uma diferenca de sensibilidade entre as duas varidveis de resposta,
mas simplesmente como uma diferenca matemadtica entre os valores.

Procedimentos estatisticos

90. O objetivo consiste em descrever a relacgdio concentragdo-resposta de forma quantitativa, por andlise de
regressio Pode utilizar-se uma regressdo linear ponderada, antecedida de uma transformagdo de linearizagdo
dos dados de resposta, p. ex., para unidades probit, logit ou de Weibull (13), mas a técnica preferida é
o recurso a procedimentos de regressio ndo linear, que permitem lidar melhor com as inevitdveis irregula-
ridades dos dados e com os desvios relativamente a uma boa distribui¢do. Nas zonas proximas da inibi¢do nula
ou total, essas irregularidades podem ser aumentadas pela transformagdo, o que ird interferir com a andlise
(13). Cabe aqui notar que os métodos padrio de andlise que utilizam os transformados probit, logit ou de
Weibull se destinam a andlise de dados quantais (por exemplo, mortalidade ou sobrevivéncia), pelo que terdo
de ser alterados para lidar com os dados relativos a taxa de crescimento ou ao rendimento. Alguns métodos
para a determinagdo dos valores de EC,_ a partir de dados continuos podem ser consultados em (14), (15), (16)
e (17).

91. Para cada uma das varidveis de resposta em andlise, utilizar a relagdo concentracdo-resposta para estimar os
valores pontuais de EC,. Sdo determinados os intervalos de confianca de 95 % para cada estimativa, devendo
avaliar-se a adequagdo do ajustamento da curva pelo modelo de regressdo aos dados de resposta, graficamente
ou por métodos estatisticos. A andlise por regressio deve utilizar os valores de cada replicado e ndo o valor
médio para cada grupo exposto.

92. As estimativas da ECs, e os respetivos intervalos de confianca podem também ser obtidos utilizando uma
interpolagdo linear com bootstrapping (18), quando os modelos/métodos de regressdo disponiveis ndo forem
aplicdveis aos dados existentes.

93. Para a estimativa da LOEC e, portanto, da NOEC, serd necessdrio comparar as médias dos recipientes expostos,
utilizando técnicas de andlise da varidncia (ANOVA). A média para cada concentracdo é entdo comparada com
a média observada nos controlos, utilizando um método adequado (p. ex., os testes de Dunnet ou de Williams)
(19) (20) (21) (22). E necessario verificar o cumprimento do pressuposto de distribuigio normal (ND) e
homogeneidade da variancia (VH) das andlises ANOVA. Esta avaliacdo deve ser realizada por recurso ao teste
de Shapiro-Wilks (ND) ou ao teste de Levene (VH). O incumprimento do pressuposto de distribuicio normal e
homogeneidade das variancias pode por vezes ser corrigido através da transformacio logaritmica dos dados.
Caso a heterogeneidade da variancia efou o desvio da distribuicio normal sejam extremos e ndo possam ser
corrigidos por transformacio, deve ponderar-se a andlise com recurso a métodos como o teste t de Bonferroni-
-Welch, o método degressivo de Jonkheere-Terpstra e o teste de comparagio de médias de Bonferroni. Para
mais orientacdes sobre a determinacio da NOEC, consultar a referéncia (16).

RELATORIOS

94. O relatério do ensaio inclui os seguintes dados:
Produto quimico em estudo
Substincia monocomponentes:

— aspeto fisico, solubilidade em dgua e outras propriedades fisico-quimicas relevantes;
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— dados de identificagdo quimica, como as denominagdes ITUPAC ou CAS, nimero CAS, cédigo SMILES ou
InChl, férmula estrutural, pureza, identidade quimica de impurezas, caso se justifique e seja exequivel, etc.

Substancia multicomponentes, UVCB e misturas:

— caracterizada, na medida do possivel, pela identidade quimica (ver acima), ocorréncia quantitativa e
propriedades fisico-quimicas relevantes dos componentes.

Espécie de ensaio

— nome cientifico e fonte.

Condigdes de ensaio

— duragdo e condicdes da fase de estabelecimento;

— procedimento de ensaio utilizado (estdtico, semiestatico, pulsado);

— data de inicio do ensaio e respetiva duracio;

— meio de ensaio, ou seja, sedimento e meio nutriente liquido;

— descricio do método experimental: sala/cAmara de crescimento ou laboratdrio, recipientes de ensaio e
tampas, volumes da solucdo, comprimento e peso das plantas de ensaio por recipiente de ensaio no inicio
do ensaio, ricio da superficie do sedimento para a superficie de dgua, rdcio do volume do sedimento e da
dgua;

— concentragdes de ensaio (nominais ou medidas, conforme apropriado) e nimero de replicados por
concentragao;

— métodos de preparacdo das solugdes de reserva e de ensaio, incluindo a eventual utilizagio de solventes ou
dispersantes;

— temperatura durante o ensaio;
— fonte luminosa, irradiancia (iE-‘m=2 s 1)

— os valores pH dos meios de controlo e de ensaio, bem como o aspeto dos meios de ensaio no inicio e no
final do ensaio;

— concentragdes de oxigénio;

— o método de andlise, juntamente com os dados adequados a avaliacdo da qualidade do método (estudos de
validagdo, desvios-padrio ou intervalos de confianca das andlises);

— métodos de determinagdo de varidveis de medicdo, p. ex., comprimento, peso seco, peso fresco;

— todos os desvios em relagdo ao presente método de ensaio.

Resultados

— dados brutos: comprimento dos rebentos e peso dos rebentos das plantas/dos vasos e outras varidveis de
medi¢do em cada recipiente de controlo e de ensaio em cada observagio e momento de realizacio de
andlises de acordo com o calendério de avaliagdo apresentado no quadro 1;

— médias e desvios-padrdo para cada varidvel de medicio;

— curvas de crescimento para cada concentragéo;

— tempo de duplicacdo/taxa de crescimento no controlo com base no comprimento e no peso fresco do
rebento incluindo o coeficiente de variagdo de rendimento do peso fresco;

— varidveis de resposta calculadas para cada replicado exposto, com os respetivos valores médios, e
coeficiente de variacdo dos replicados;

— representacdo grafica da relagdo concentragdolefeito;
— estimativas dos pontos finais de toxicidade para as varidveis de resposta, p. ex. EC,, e os intervalos de

confianga associados. Se forem calculados, valores da LOEC efou da NOEC e métodos estatisticos utilizados
para a respetiva determinagio;
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— Caso tenha sido efetuada uma andlise ANOVA, dimensdo do efeito detetado (por exemplo, diferenga signifi-
cativa minima).

— ocorréncia de estimulagdo do crescimento que tenha sido verificada em qualquer dos grupos expostos;
— sinais visuais de fitotoxicidade, bem como quaisquer observagdes em relagdo as solugdes de ensaio;

— discussio dos resultados, incluindo qualquer influéncia nos resultados do ensaio decorrente de alteracdes
do presente método de ensaio.
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Apéndice 1

COMPOSICAO DO MEIO DE SMART E BARKO

Componente Quantidade de reagente adicionada a dgua (*) (mg/l)
CaCl, - 2 H,0 91,7
MgSO, - 7 H,0 69,0
NaHCO, 58,4
KHCO, 15,4
pH (em equilibrio com o ar) 7,9

(*) dgua desmineralizada (destilada ou desionizada)
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Apéndice 2

DEFINICOES

Biomassa: peso fresco efou seco da matéria viva presente numa populagdo. No presente ensaio, a biomassa ¢é
constituida pela soma do rebento principal, de todos os ramos laterais e de todas as raizes.

Produto quimico: uma substancia ou mistura.
Clorose: a alteragdo de cor de verde para o amarelecimento do organismo de ensaio, em especial dos verticilos.

Ecx: concentragio do produto quimico em estudo dissolvido no meio de ensaio que resulta numa reduc¢do de x %
(por exemplo, 50 %) no crescimento de Myriophyllum spicatum num determinado periodo de exposigdo (que deverd
ser explicitamente mencionado nos casos em que se afaste da duragdo total ou normal do ensaio). A fim de indicar
de forma inequivoca se o valor de EC se refere a taxa de crescimento ou ao rendimento, o simbolo «E C» é utilizado
no primeiro caso e o simbolo «E C> no segundo, sendo seguidos da designacdo da varidvel de medigao utilizada, por
exemplo, E.C (comprimento do rebento principal).

Crescimento: aumento da varidvel de medicdo, por exemplo, comprimento do rebento principal, comprimento
total dos ramos laterais, comprimento total do rebento, comprimento total da raiz, peso fresco, peso seco ou
ntimero de verticilos, no periodo de ensaio.

Taxa de crescimento (taxa média de crescimento especifico): aumento logaritmico da varidvel de medi¢do durante
o perfodo de exposicdo. Nota: As varidveis de resposta relacionadas com a taxa de crescimento sio independentes
da duracio do ensaio desde que o padrio de crescimento dos organismos de controlo nio expostos seja
exponencial.

Menor concentragio com efeito observivel (LOEC): concentragdo mais baixa & qual se observa que o produto
quimico em estudo tem um efeito estatisticamente significativo (p < 0,05) de redu¢do do crescimento, quando
comparada com o controlo, para um determinado periodo de exposi¢do. No entanto, todas as concentra¢des de
ensaio superiores a LOEC devem ter um efeito prejudicial igual ou superior ao verificado com a LOEC. Quando
estas duas condi¢des ndo puderem ser satisfeitas, devera ser fornecida uma explicagdo pormenorizada sobre a forma
como se determinou a LOEC (e, consequentemente, a NOEC).

Varidveis de medicio: qualquer tipo de varidvel que seja medida para permitir a determinagio do ponto final do
ensaio, utilizando uma ou mais varidveis de resposta. No presente método de ensaio, o comprimento do rebento
principal, o comprimento total dos ramos laterais; o comprimento total do rebento, o comprimento total da raiz,
0 peso fresco, 0 peso seco e o numero de verticilos sdo varidveis de medicao.

Monocultura: cultura com uma tnica espécie de planta.
Necrose: tecido morto (ou seja, branco ou castanho escuro) do organismo de ensaio.
Concentragio sem efeitos observiveis (NOEC): a concentragdo de ensaio imediatamente inferior & LOEC.

Varidvel de resposta: uma varidvel de estimativa da toxicidade, derivada de qualquer das varidveis medidas que
descrevem a biomassa nos diferentes métodos de célculo. No presente método de ensaio, a taxa de crescimento e
o rendimento sio varidveis de resposta derivadas de varidveis de medicio como o comprimento do rebento
principal, o comprimento total do rebento, o peso fresco, o peso seco ou o niimero de verticilos.

Ensaio semiestitico (com renovacio): ensaio em que a solugdo de ensaio é periodicamente substituida, em
momentos especificos do ensaio.

Ensaio estdtico: ensaio durante o qual ndo ha renovagido da solugdo de ensaio.
Produto quimico em estudo: qualquer substincia ou mistura & qual seja aplicado o presente método de ensaio.

Ponto final do ensaio: descreve, em termos gerais, o fator que serd alterado pelo produto quimico em estudo, por
comparagdo com o controlo, e cuja identificagio é o objetivo do ensaio. No presente método, o ponto final é
a inibicio do crescimento, que pode ser expressa por diferentes varidveis de resposta, baseadas em uma ou mais
varidveis de medicdo.
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Meio de ensaio: meio sintético completo de crescimento em que as plantas de ensaio sdo cultivadas quando
expostas ao produto quimico em estudo. Em geral, o produto quimico em estudo ¢ dissolvido no meio de ensaio.

UVCB: uma substincia de composi¢do desconhecida ou varidvel, produto de reacdo complexo ou material
biolégico.

Rendimento: valor de uma varidvel de medicdo que exprime a diferenca entre a biomassa no final do perfodo de
exposi¢do e o valor dessa varidvel de medi¢do no inicio do periodo de exposicio. Nota: Quando o padrio de
crescimento dos organismos ndo expostos é exponencial, as varidveis de resposta com base no rendimento
diminuirdo ao longo do ensaio.
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