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I

(Atos ndo legislativos)

REGULAMENTOS

REGULAMENTO (UE) 2019/1390 DA COMISSAO
de 31 de julho de 2019

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, autorizagio 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.° 1907/2006 do Parlamento Europeu e do Conselho, de 18 de dezembro de
2006, relativo ao registo, avaliacdo, autorizagdo 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 Comissio ('), nomeadamente o artigo 13.°, n.° 2,

Considerando o seguinte:

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

(2) A Organizacdo de Cooperacdo e de Desenvolvimento Econémicos (OCDE) elabora orientagdes harmonizadas e
acordadas a nivel internacional para o ensaio de produtos quimicos para fins regulamentares. A OCDE adota
regularmente orientagdes de ensaio novas e revistas, atendendo aos progressos cientificos no dominio em causa.

(3) A fim de ter em conta o progresso técnico e, sempre que possivel, reduzir o niimero de animais utilizados para
fins experimentais, em conformidade com o artigo 13.%, n.° 2, do Regulamento (CE) n.° 1907/2006, importa, apds
a adocio das respetivas diretrizes de ensaio da OCDE, estabelecer dois novos métodos de ensaio para avaliagio da
ecotoxicidade e nove novos métodos de ensaio para determinacdo da toxicidade para a satide humana, bem como
atualizar sete métodos de ensaio. Onze desses métodos dizem respeito a ensaios in vitro de irritagdio ou corrosio
cutdnea e ocular, sensibilizagdo cutinea, genotoxicidade e efeitos endocrinoldgicos. As partes interessadas foram
consultadas sobre a proposta de alteragio.

() 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 Regula-
mento (CE) n.° 1907/2006 do Parlamento Europeu e do Conselho relativo ao registo, avaliagdo, autorizacio e restricio dos produtos
quimicos (REACH) (JO L 142 de 31.5.2008, p. 1).
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(4) O Regulamento (CE) n.° 440/2008 deve, portanto, ser alterado em conformidade.

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

ADOTOU O PRESENTE REGULAMENTO:

Artigo 1.2

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

Artigo 2.°

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

O presente regulamento ¢é obrigat6rio em todos os seus elementos e diretamente aplicdvel em todos os Estados-Membros.

Feito em Bruxelas, em 31 de julho de 2019.

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 B, o capitulo B.4 passa a ter a seguinte redagdo:

«B.4 TOXICIDADE AGUDA: IRRITACAO/CORROSAO DERMICA
INTRODUCAO

1. O presente método de ensaio é equivalente a Test Guideline 404 (2015) da OCDE. As diretrizes da OCDE para o
ensaio de produtos quimicos sdo revistas periodicamente, de modo a assegurar que refletem os melhores dados
cientificos disponiveis. Na revisdo da Test Guideline 404 da OCDE, foi prestada particular atencdo a possiveis
melhorias no que respeita ao bem-estar dos animais e a avaliagdo de todas as informacdes existentes sobre o
produto quimico em estudo, a fim de evitar ensaios desnecessirios em animais de laboratério. A versio
atualizada da Test Guideline 404 da OCDE (originalmente adotada em 1981 e revista em 1992, 2002 e 2015)
inclui uma referéncia ao documento de orientacio sobre as abordagens integradas de ensaio e avaliagio para
irritagdo/corrosdo dérmicas (1), propondo uma abordagem modular aplicével a irritacdo cutinea e a corrosdo
cutdnea. A IATA descreve varios médulos que agrupam fontes de informacio e ferramentas de andlise; além
disso: i) fornece orientagdes sobre como integrar e utilizar os ensaios existentes e os dados ndo provenientes de
ensaios para a avaliagdo dos potenciais de irritagdo cutinea e de corrosdo cutinea dos produtos quimicos e ii)
propde uma abordagem quando hd necessidade de ensaios complementares (1). Quando for apropriado,
recomenda-se a aplicacdo sucessiva (ndo simultinea) dos trés pensos de ensaio ao animal no ensaio in vivo
inicial.

2. As defini¢des de irritacio e corrosio dérmica s3o estabelecidas no apéndice do presente método de ensaio.

CONSIDERACOES INICIAIS

3. Tendo em conta o interesse cientifico e o bem-estar dos animais, ndo devem ser efetuados ensaios in vivo até se
proceder a uma avaliacio de todos os dados disponiveis relevantes para a potencial corrosibilidadefirritabilidade
dérmica do produto quimico numa andlise de ponderacdo da suficiéncia da prova, conforme apresentado no
Documento de Orientacdo sobre Abordagens Integradas de Ensaio e Avaliagdo da Corrosdo e Irritagio Dérmi-
cas, ou seja, as trés partes desta orientagdo e os médulos correspondentes (1). Sucintamente, na parte 1, os
dados existentes sio tratados em sete modulos que abrangem dados humanos, dados in vivo, dados in vitro,
dados sobre as propriedades fisico-quimicas (por exemplo, pH, nomeadamente uma forte acidez ou alcalinidade)
e métodos sem ensaios. Na parte 2, é efetuada a andlise de ponderacio da suficiéncia da prova. Se esta anlise
de pondera¢do da suficiéncia da prova ainda for inconclusiva, deve passar-se a parte 3, com ensaios adicionais,
comecando com métodos in vitro, sendo os ensaios in vivo o ultimo recurso. Esta andlise deve, pois, reduzir a
necessidade de ensaios in vivo para a corrosdolirritacio dérmica dos produtos quimicos em estudo para os quais
ja existam dados suficientes provenientes de outros estudos em relagdo a estes dois fatores.

PRINCIPIO DO ENSAIO IN VIVO

4. O produto quimico em estudo é aplicado em dose tinica na pele de um animal de experiéncia; as dreas de pele
ndo tratadas do animal de experiéncia sdo utilizadas como controlo. O grau de irritagio/corrosdo é observado e
registado em intervalos determinados e detalhadamente descrito de modo a permitir uma avaliacio completa
dos efeitos. A duragdo do estudo deve ser suficiente para avaliar a reversibilidade ou irreversibilidade dos efeitos
observados.

5. Os animais que apresentem sinais de sofrimento efou dor intensos durante qualquer das etapas do ensaio devem
ser abatidos e o produto quimico em estudo deve ser classificado de acordo com estas observagdes. Os critérios
para a decisdo de abater animais moribundos e animais em grave sofrimento sdo objeto de um documento de
orienta¢do especifico (2).
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PREPARACAO DO ENSAIO IN VIVO
Selecio de espécies animais

6. O coelho albino é o animal de laboratério mais adequado, devendo ser usados coelhos jovens adultos saudaveis.
A utilizagdo de outras espécies deve ser justificada.

Preparacio dos animais

7. Aproximadamente 24 horas antes do ensaio, o pelo deve ser removido por corte curto na drea dorsal do tronco
dos animais. Deve ter-se o cuidado de nio ferir a pele do animal e s6 devem ser usados animais com pele
sauddvel e intacta.

8. Algumas estirpes de coelhos tém tufos densos de pelo, que sdo mais proeminentes em certas épocas do ano.
Estas dreas de crescimento denso de pelo ndo devem ser utilizadas como local de ensaio.

Condicdes de alojamento e de alimentagio

9. Os animais devem ser alojados individualmente. A temperatura do biotério para os coelhos deve ser de 20 °C
(£3 °C). Embora a humidade relativa deva ser de pelo menos 30 % e de preferéncia ndo exceder os 70 %, exceto
durante o periodo de limpezas, o valor pretendido deve ser de 50 %-60 %. A iluminacdo deve ser artificial, com
uma alternincia de 12 horas de luz e 12 horas de obscuridade. Na alimentacdo, podem ser utilizadas dietas
convencionais de laboratério e deve ser fornecida dgua de beber sem restri¢des.

PROCEDIMENTO DE ENSAIO
Aplicagio do produto quimico em estudo

10. O produto quimico em estudo deve ser aplicado numa pequena 4rea de pele (aproximadamente 6 cm?) e
coberta com um penso de gaze, colado com fita adesiva ndo irritante. Nos casos em que ndo é possivel
aplicagdo direta (por exemplo, liquidos e algumas pastas), o produto quimico em estudo deve ser aplicada
num penso de gaze, que é, por sua vez, aplicado a pele. Durante o periodo de exposicdo, o penso deve estar em
contacto com a pele de uma forma ligeiramente solta através de uma ligadura semioclusiva adequada. Se o
produto quimico em estudo for aplicado num penso, este deve ser mantido sobre a pele de modo a assegurar
um bom contacto e uma distribui¢do uniforme da substincia na pele. Deve ser evitado o acesso do animal ao
penso e a ingestdo ou inalagdo do produto quimico em estudo.

11. Os produtos quimicos em estudo liquidos sdo geralmente utilizados sem dilui¢do. Quando se ensaiam sélidos
(que podem ser pulverizados, caso tal seja considerado necessirio), o produto quimico em estudo deve ser
humedecido com a menor quantidade de dgua (ou, se necessdrio, com outro excipiente adequado) suficiente
para assegurar um bom contacto com a pele. No caso de serem utilizados excipientes que ndo dgua, a influéncia
potencial do excipiente na irritagdo da pele pela substincia de ensaio deve ser minima ou nula.

12. No final do periodo de exposicdo, que ¢ normalmente de quatro horas, o produto quimico em estudo residual
deve ser removido, caso tal seja praticavel, utilizando dgua ou um solvente apropriado, que nio altere a resposta
ou a integridade da epiderme.

Nivel de dosagem

13. Aplica-se ao local de ensaio uma dose de 0,5 ml de liquido ou de 0,5 g de sélido ou pasta.
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Ensaio inicial (ensaio in vivo de irritacio/corrosio dérmica utilizando um animal)

14. No caso de um produto quimico em estudo ter sido considerado corrosivo, irritante ou nio classificado com
base numa andlise de ponderagio da suficiéncia da prova ou em ensaios in vitro anteriores, ndo sio, em
principio, necessdrios ensaios in vivo adicionais. No entanto, nos casos em que se considere necessiria a
obtencdo de dados adicionais, o ensaio in vivo é realizado inicialmente utilizando a seguinte metodologia:
aplicagdo sequencial de, no mdximo, trés pensos de ensaio ao animal. O primeiro penso é removido apds trés
minutos. Caso ndo se observe qualquer reacio grave na pele, aplica-se um segundo penso num local diferente,
que é removido ao fim de uma hora. Se nesta etapa as observa¢des indicarem que se pode aumentar o tempo
de exposi¢do para quatro horas em condi¢des ndo agressivas para o animal, aplica-se um terceiro penso, que é
removido apds quatro horas, sendo a resposta devidamente graduada.

15. Caso seja observado um efeito corrosivo apds qualquer das trés exposicdes sequenciais, o ensaio é imediata-
mente finalizado. Caso ndo se observe qualquer efeito corrosivo apds a remogio do dltimo penso, o animal é
observado durante 14 dias, exceto se se observar corrosdo antes do final desse periodo.

16. Nos casos em que o produto quimico em estudo ndo seja suscetivel de provocar corrosio, mas possa ser
irritante, deve ser aplicado um tnico penso a um animal durante quatro horas.

Ensaio de confirmacio (ensaio in vivo de irritacio dérmica com animais adicionais)

17. Se ndo for observado um efeito corrosivo no ensaio inicial, a resposta irritante ou negativa deve ser confirmada
utilizando até dois animais adicionais, cada um com um penso e por um periodo de exposi¢io de quatro horas.
Se for observado um efeito irritante no ensaio inicial, o ensaio de confirma¢io pode ser efetuado de uma forma
sequencial ou através da exposicdo simultdnea de dois animais adicionais. No caso excecional de ndo ser
efetuado um ensaio inicial, podem tratar-se dois ou trés animais com um penso dnico, que é removido quatro
horas ap6s a aplicagio. No caso serem utilizados dois animais e ambos apresentarem a mesma resposta, ndo é
necessdrio efetuar mais ensaios. Caso contrdrio, o terceiro animal é igualmente sujeito a ensaio. Pode ser
necesséria a utilizagdo de animais adicionais para confirmar respostas equivocas.

Periodo de observacio

18. O periodo de observagio deve ser suficiente para uma avaliagio completa da reversibilidade dos efeitos
observados. No entanto, a experiéncia deve ser interrompida em qualquer altura caso o animal apresente sinais
continuados de dor ou sofrimento intensos. Para a determinacdo da reversibilidade dos efeitos, os animais
devem ser observados durante 14 dias apds a remocdo dos pensos. No caso de se observar reversibilidade antes
do final do periodo de 14 dias, deve interromper-se a experiéncia.

Observagdes clinicas e graduagio das reagdes da pele

19. Todos os animais devem ser examinados para sinais de eritema e edema, sendo as respostas avaliadas 60
minutos e 24, 48 e 72 horas apds a remocio do penso. No ensaio inicial com um animal, o local de ensaio é
igualmente examinado imediatamente apds a remogdo do penso. As rea¢des dérmicas sio graduadas e registadas
de acordo com a graduagdo da tabela infra. Caso ocorram danos na pele que ndo possam ser identificados como
irritagdo ou corrosdo apds 72 horas, pode ser necessdrio efetuar observagdes até ao dia 14 para determinar a
reversibilidade dos efeitos. Além da observagio de irritagdo, todos os efeitos téxicos locais, tais como perda de
gordura cutdnea e quaisquer efeitos sistémicos nocivos (por exemplo, efeitos em sintomas de toxicidade e efeitos
no peso corporal), devem ser descritos e registados pormenorizadamente. Poderd ser efetuado um exame
histopatolégico para clarificar respostas equivocas.

20. A graduagdo das respostas dérmicas é necessariamente subjetiva. Para se promover a harmonizagio da gradua-
cdo da resposta dérmica e auxiliar os laboratérios de ensaio e as pessoas envolvidas na obtencdo e interpretacio
das observacdes, o pessoal que executa as observacdes deve receber formagio adequada sobre o sistema de
graduacio utilizado (ver tabela infra). Poderd ser util a consulta de um guia ilustrado para graduacio da irritagdo
dérmica e de outras lesdes (3).



L 2476 Jornal Oficial da Unido Europeia 26.9.2019

DADOS E RELATORIOS

21. Os resultados do estudo devem ser resumidos sob a forma de tabela no relatério final de ensaio e devem
abranger todos os aspetos descritos no ponto 24.

Avaliacio dos resultados

22. Os resultados de irritagio dérmica devem ser avaliados conjuntamente com a natureza e a gravidade das lesdes e
a sua reversibilidade ou auséncia de reversibilidade. As respostas individuais ndo representam um padrio
absoluto das propriedades irritantes de um material, j4 que sdo também avaliados outros efeitos do material
de ensaio. Pelo contrdrio, os resultados individuais devem ser encarados como valores de referéncia, que
necessitam de ser avaliados conjuntamente com todas as outras observacdes efetuadas durante o estudo.

23. Deve-se ter em conta a reversibilidade das lesdes dérmicas na avaliagdo da resposta irritante. Nos casos em que
ocorram respostas como alopecia (drea limitada), hiperqueratose, hiperplasia e descamacio persistentes no final
do periodo de 14 dias de observagdo, o produto quimico em estudo deve ser considerada irritante.

Relatdrio de ensaio

24. O relatério do ensaio deve incluir as seguintes informagdes:

Fundamentagdo légica do ensaio in vivo

— andlise de ponderacdo da suficiéncia da prova relativa aos dados de ensaio preexistentes, incluindo os
resultados da estratégia de ensaio sequencial;

— descricdo dos dados relevantes disponiveis de ensaios anteriores;

— dados obtidos em cada etapa da estratégia de ensaio;

— descricdo dos ensaios in vitro efetuados, incluindo informagdes sobre o protocolo, resultados obtidos com
substancias de ensaio/referéncia;

— andlise de ponderagdo da suficiéncia da prova para a realizagdo do estudo in vivo.

Produto quimico em estudo

— substancia monocomponente: dados de identificacio quimica, como as denominagdes IUPAC ou CAS,
nimero CAS, cédigo SMILES ou InChl, férmula estrutural, pureza, identidade quimica das impurezas,
caso se justifique e seja exequivel, etc.;

— substincia multicomponentes, mistura e substancias de composi¢do desconhecida ou varidvel, produtos de
reagdo complexos ou materiais bioldgicos (UVCB): caracterizacdo, tanto quanto possivel, por identidade
quimica (ver supra), ocorréncia quantitativa e principais propriedades fisico-quimicas dos componentes;

— aspeto fisico, solubilidade em 4dgua e ouras propriedades fisico-quimicas pertinentes;

— proveniéncia, nimero do lote, se disponiveis;

— tratamento do produto quimico em estudofsubstincia de controlo antes do ensaio, se for o caso;
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— estabilidade do produto quimico em estudo, data-limite de utilizacdo ou data de reandlise, se conhecidas;

— condi¢des de armazenagem.

Veiculo

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

— justificagdo do excipiente escolhido.

Animais de ensaio

— espéciefestirpe utilizada, justificagdo da eventual utilizacio de outros animais que ndo coelhos albinos;

— ntimero de animais de cada sexo;

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

— idade no inicio do estudo;

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

Condigdes de realizagio do ensaio

— pormenores relativos & preparagio da zona de ensaio;

— pormenores relativos aos materiais e técnicas de apodsito utilizadas;

— descricio pormenorizada da preparacdo, aplicagdo e remogdo do produto quimico em estudo.

Resultados

— tabelas com a classificagdo das respostas de irritagdo/corrosdo para cada animal em cada observagio;

— descricdo de todas as lesdes observadas;

— descricdo pormenorizada da natureza e grau da irritacdo ou corrosdo observada e de quaisquer observagdes
histopatoldgicas;

— descri¢do de quaisquer outros efeitos nocivos locais (por exemplo, perda de gordura cutinea) e efeitos
sistémicos, além da irritacio ou corrosio dérmica.
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Discussdo dos resultados
Conclusdes
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Quadro

Graduacio de Reagdes dérmicas

Formacio de eritema e escara

Auséncia de eritema 0
Eritema muito ligeiro (fracamente discernivel) 1
Eritema bem definido 2
Eritema moderado a grave 3
Eritema grave (vermelhiddo cor de carne) e formagio de escara que impede a graduagio do eritema... 4

Méximo possivel: 4

Formacio de edema

Namero de edemas 0
Edema muito ligeiro (fracamente discernivel) 1
Edema ligeiro (bordos da drea bem definida por elevagio delineada) 2
Edema moderado (com uma elevacio de aproximadamente 1 mm 3
Edema grave (com uma elevacio superior a 1 mm e excedendo a drea de eXPOSIGAO) ..cvvvvveeermmmmmmccnreccereennns 4

Méximo possivel: 4

Poderd ser efetuado um exame histopatoldgico para clarificar respostas equivocas.
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Apéndice

DEFINICOES

Produto quimico: uma substincia ou mistura.

Irritacdo dérmica: consiste na produgdo de danos reversiveis na pele apds a aplicacdo do produto quimico em estudo, por
um perfodo ndo superior a quatro horas.

Corrosdo dérmica: consiste na producio de danos irreversiveis na pele, nomeadamente necrose visivel através da epiderme
e que atinge a derme, apds a aplicagdo do produto quimico em estudo por um periodo ndo superior a quatro horas. Sdo
exemplos tipicos de reagdes corrosivas as ulceras, hemorragias e escaras sanguinolentas e, perto do final do periodo de
observagio de 14 dias, a descoloragio, devido a perda de pigmentacio da pele, a formagio de zonas de alopecia total e a
ocorréncia de cicatrizes. As lesdes duvidosas poderdo ser esclarecidas por métodos histopatoldgicos.

Produto quimico em estudo: qualquer substincia ou mistura a qual seja aplicado o presente método de ensaio.»
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(2) na parte B, o capitulo B.17 passa a ter a seguinte redagio:

«B.17 ENSAIO IN VITRO DE MUTACAO GENICA EM CELULAS DE MAMIFEROS UTILIZANDO OS GENES HPRT E XPRT
INTRODUCAO

1. O presente método de ensaio é equivalente a Test Guideline 476 (2016) da OCDE. Os métodos de ensaio sdo
revistos periodicamente a luz do progresso cientifico, das necessidades normativas em evolucio e de conside-
ragdes de bem-estar animal. A presente versdo revista do método de ensaio B.17 reflete quase trinta anos de
experiéncia com este ensaio e resulta também do desenvolvimento de um novo método distinto consagrado a
ensaios de mutagdo génica em células de mamiferos in vitro utilizando o gene da timidina-cinase. O método
B.17 faz parte 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 introduzidas nas orientacdes da OCDE neste dominio (1).

2. O objetivo do ensaio de mutacdo génica em células de mamiferos in vitro consiste em detetar mutagdes génicas
induzidas por produtos quimicos. As linhas celulares utilizadas nestes ensaios apresentam mutagdes em genes
repérteres, nomeadamente o gene enddgeno da hipoxantina-guanina-fosforribosil-transferase (Hprt em células de
roedores, HPRT em células humanas; coletivamente designados como «gene Hprt» e «ensaio HPRT» no presente
método de ensaio) e o transgene da xantina-guanina-fosforribosil-transferase (xprt ou gpt) (referido como «ensaio
de XPRT»). Os ensaios de mutagdo HPRT e XPRT detetam diferentes gamas de ocorréncias genéticas. Além dos
eventos de mutacido detetados pelo ensaio HPRT (por exemplo, substitui¢do de um par de bases, deslocagio do
quadro de leitura, pequenas supressdes e insercdes), a localizagdo autossémica do transgene gpt pode permitir a
detegdo de mutagdes decorrentes de grandes supressdes e possivelmente a recombinagio mitética ndo detetada
pelo ensaio HPRT porque o gene Hprt estd localizado no cromossoma X (2) (3) (4) (5) (6) (7). Atualmente, o
ensaio XPRT é menos utilizado do que o ensaio HPRT para fins normativos.

3. As defini¢des utilizadas constam do apéndice 1.

CONSIDERACOES INICIAIS E LIMITACOES

4. Os ensaios realizados in vitro exigem geralmente a utilizagdo de uma fonte exdgena de ativagio metabdlica. O
sistema ex6geno de ativagdo metabdlica ndo reproduz inteiramente as condi¢des in vivo.

5. Deve ter-se o cuidado de evitar condi¢des que conduzam a resultados falsos positivos (ou seja, a possivel
interagdo com o sistema de ensaio) ndo causados pela interagdo direta entre o produto quimico em estudo e o
material genético da célula; tais condigbes incluem variagdes do pH ou da pressio osmética (8) (9) (10),
interagdo com os componentes médios (11) (12) ou niveis excessivos de citotoxicidade (13). No ensaio HPRT,
é considerada excessiva a citotoxicidade que exceda os niveis de citotoxicidade maxima recomendados, estabe-
lecidos no ponto 19.

6. Antes da aplicacdo do método de ensaio a uma mistura para obter dados com fins normativos, importa
ponderar se — e, em caso afirmativo, por que motivo — o método pode proporcionar resultados adequados
para o efeito. Tais considera¢des ndo sdo necessdrias se houver um requisito normativo para o ensaio da
mistura.

PRINCIPIO DO ENSAIO

7. As células mutantes com deficiéncias na atividade enzimdtica de Hprt no ensaio HPRT ou na atividade
enzimdtica xprt no ensaio XPRT sdo resistentes aos efeitos citostaticos da 6-tioguanina (TG), andloga da purina.
As células que dispdem de Hprt (no ensaio HPRT) ou de Gpt (no ensaio VPRT) sdo sensiveis a TG, que causa
inibi¢do do metabolismo celular e impede a divisio da célula. Logo, as células mutantes podem proliferar na
presenga de TG, o que ndo acontece com as células normais, que contém a enzima Hprt (no ensaio HPRT) ou
Gpt (no ensaio XPRT).
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10.

11.

12.

13.

As células em suspensdo ou em cultura em monocamada s3o expostas ao produto quimico em estudo, tanto na
presenga como na auséncia de uma fonte exdgena de ativagio metabdlica, (ver ponto 14) por um periodo
apropriado (3-6 horas), sendo depois cultivadas para determinar a citotoxidade e para permitir a expressdo
fenotipica antes da selecio do mutante (14) (15) (16) (17). A citotoxicidade é determinada pela sobrevivéncia
relativa (SR), ou seja, a eficiéncia de clonagem medida imediatamente apds o tratamento e ajustada por qualquer
perda de células durante o tratamento, em comparagio com o controlo negativo (ponto 18 e apéndice 2). As
culturas tratadas sio mantidas no meio de cultura durante um periodo suficiente, que varia em func¢io do tipo
de célula, a fim de permitir a expressio fenotipica tdo boa quanto possivel das mutagdes induzidas (normal-
mente um minimo de 7-9 dias). Apds a expressdo fenotipica, a frequéncia de mutagdo é determinada mediante
a inoculagdo de um ndmero conhecido de células num meio que contenha o agente seletivo, para a detecio de
colénias mutantes, e num meio sem agente seletivo, para determinar as respetivas eficiéncias de clonagem
(viabilidade). Apés um periodo de incubagdo apropriado, as coldnias sdo contadas. A frequéncia de mutagio é
calculada com base no nimero de colénias mutantes corrigido pela eficiéncia de clonagem no momento da
selecio de mutantes.

DESCRICAO DO METODO
Preparacoes
Células

Os tipos de células utilizados nos ensaios HPRT e XPRT devem ter uma sensibilidade demonstrada aos
mutagéneos quimicos, uma elevada eficiéncia de clonagem, um caridtipo estivel e uma frequéncia de mutagio
espontanea estivel. As células mais frequentemente utilizadas para o ensaio HPRT incluem as linhas CHO, CHL
e V79 de células de hdmsteres chineses, as células L5178Y do linfoma do rato e as células linfoblastéides
humanas TK6 (18) (19). As células AS52 derivadas de CHO contendo o transgene gpt (e com o gene Hprt
suprimido) sdo utilizadas para o ensaio XPRT (20) (21); o ensaio HPRT ndo pode ser realizado em células AS52
porque o gene Hprt foi suprimido. A utilizacdo de outras linhas celulares deve ser justificada e validada.

As linhas celulares devem ser periodicamente verificadas quanto a estabilidade do niimero modal de cromos-
somas e a auséncia de contaminacdo por micoplasmas (22) (23), ndo devendo ser utilizadas se se verificar que
foram contaminadas ou que o niimero modal de cromossomas se alterou. A duracdo normal do ciclo celular
das células utilizadas no laboratdrio de ensaio deve ser conhecida e compativel com as caracteristicas celulares
publicadas. Deve também ser verificada a frequéncia de mutagio espontinea no banco de células principal, que
ndo deve ser utilizado se a frequéncia de mutagdo nio for aceitdvel.

Antes da realizacdo no presente ensaio, as culturas poderdo ter de ser limpas de células mutantes eventualmente
presentes, por exemplo, através de culturas em meio HAT, para o ensaio HPRT, e MPA, para o ensaio de XPRT
(5) (24) (ver apéndice 1). As células limpas podem ser criopreservadas e descongeladas para utilizagio em
trabalhos ulteriores. O material recém-descongelado pode ser utilizado para o ensaio, apds o tempo de du-
plicacdo normal. Ao realizar o ensaio XPRT, a cultura de rotina de células AS52 deve ser feita em condigdes que
garantam a manutencdo do transgene gpt (20).

Meios e condigdes de cultura

Devem manter-se as culturas em meios de cultura e condigdes de incubagio adequados (tipo de recipiente,
atmosfera humidificada com uma concentragio de CO, de 5% e temperatura de incubagio de 37 °C). As
culturas de células devem ser sempre mantidas em condigbes que assegurem o seu crescimento exponencial. E
particularmente importante que sejam escolhidos meios e condigdes de cultura que garantam um crescimento
6timo das células durante o periodo de expressdo e uma elevada eficiéncia de clonagem tanto para células
mutantes como nio mutantes.

Preparacio das culturas

As linhas celulares sio propagadas a partir de culturas de arranque, inoculadas no meio de cultura a uma
densidade tal que as células em suspensdo ou em monocamadas continuem a crescer exponencialmente durante
o periodo de tratamento e de expressdo (deve evitar-se, p. ex., a confluéncia no caso do crescimento de células
em monocamadas).
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Ativagio metabdlica

14. Se forem utilizadas células com capacidade metabdlica endégena inadequada, serd necessdrio utilizar sistemas
metabolizantes exdgenos. O sistema mais geralmente utilizado e que se recomenda por defeito, salvo motivo
em contrdrio, ¢ uma fragdo pds-mitocondrial reforcada com co-fator (S9) preparada a partir de figados de
roedores (em geral, ratazanas) tratados com agentes de indugdo enzimdtica, como, por exemplo, Aroclor 1254
(25) (26) (27) (28) ou uma mistura de fenobarbital e f-naftoflavona (29) (30) (31) (32). Esta tltima combinagio
ndo € contrdria & Convengdo de Estocolmo sobre Poluentes Organicos Persistentes (33) e relevou-se tio eficaz
na inducio de oxidases de fungdo mista como o Aroclor 1254 (29) (31). A fragdo S9 é habitualmente utilizada
em concentragdes na gama de 1% a 2 % (v[v), mas pode ser aumentada para 10 % (v/v) no meio de ensaio
final. A classe de substincias em estudo pode influenciar a escolha do tipo e da concentracio do sistema de
ativacio metabdlica exégeno ou do indutor metabdlico utilizado (34)(35)(36).

Preparacio do produto quimico em estudo

15. Os produtos quimicos sélidos em estudo devem ser adicionados a solventes adequados e, se necessario, ser
diluidos antes do tratamento das células (ver ponto 16). Os produtos quimicos liquidos em estudo podem ser
adicionados diretamente ao sistema de ensaio efou ser diluidos antes de serem utilizados no tratamento do
sistema de ensaio. Para o ensaio de produtos quimicos gasosos ou voldteis, devem efetuar-se alteragdes ade-
quadas aos protocolos normalizados, como o tratamento em recipientes de cultura fechados (37) (38). 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.

CONDICOES DE ENSAIO
Solventes

16. 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 ativagio
metabdlica. Sempre que possivel, recomenda-se a utilizacio de um solvente (ou meio de cultura) aquoso. A
dgua e o dimetilsulf6xido, por exemplo, sio solventes cujo desempenho é bem conhecido. Em geral, os
solventes orgdnicos ndo devem exceder 1 % (v[v) e os solventes aquosos (solugdes salinas ou dgua) ndo devem
exceder 10 % (v/v) no meio de tratamento final. Se forem utilizados solventes cujo desempenho nio é bem
conhecido (p. ex., etanol ou acetona), devem fornecer-se dados que comprovem a respetiva compatibilidade
com os produtos quimicos em estudo e com o sistema de ensaio e a inexisténcia de genotoxicidade a
concentragdo utilizada. Na auséncia de dados comprovativos, é importante incluir amostras de controlo nio
tratadas (ver apéndice 1) para demonstrar que o solvente escolhido ndo tem efeitos deletérios ou clastogénicos.

Medicio da citotoxicidade e escolha das concentragdes de tratamento

17. Ao determinar a concentragdo mdxima a ensaiar do produto quimico em estudo, devem evitar-se concentracdes
capazes de gerar respostas positivas falsas, como as que produzam citotoxicidade excessiva (ver ponto 20),
precipitacdes no meio de cultura (ver ponto 21) ou alteragdes pronunciadas do pH ou da pressio osmética (ver
ponto 5). 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 condi¢des de cultura adequadas.

18. A selecdo da concentragdo baseia-se na citotoxicidade e noutras considera¢des (ver pontos 20-22). Embora a
avaliagdo da citotoxicidade num ensaio inicial possa ser ttil para definir melhor as concentragdes a utilizar no
ensaio principal, ndo é necessiria. Mesmo no caso de se realizar uma avaliagdo inicial da citotoxicidade, a
determinagio da citotoxicidade em cada cultura continua a ser necessdria no ensaio principal. A citotoxidade
deve ser avaliada com recurso a RS, ou seja, a eficiéncia de clonagem (CE) das células, imediatamente apds o
tratamento, ajustada por qualquer perda de células durante o tratamento, com base na contagem celular, em
comparac¢do com a eficiéncia ajustada de clonagem em controlos negativos (taxa de sobrevivéncia de 100 %)
(ver a férmula no apéndice 2).
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19. Devem ser avaliadas, pelo menos, quatro concentra¢des de ensaio (ndo incluindo as amostras de controlo
positivo nem as amostras de controlo do solvente) que cumpram os critérios de aceitabilidade (citotoxicidade
adequada, ntimero de células, etc.). Embora seja aconselhdvel a utilizagdo de culturas replicadas, as culturas
tnicas sdo igualmente aceitdveis em todas as concentra¢des a ensaiar. Os resultados obtidos com as culturas
replicadas independentes, a uma dada concentragio, devem ser registados separadamente, mas podem ser
agrupados para fins de andlise de dados (17). No caso dos produtos quimicos que demonstrem pouca ou
nenhuma citotoxicidade, sdo normalmente adequadas concentragdes espagadas por um fator de 2 a 3. Quando
se observa citotoxicidade, as concentra¢des escolhidas devem abranger uma gama com inicio na concentragio
que produz citotoxicidade 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 sobre toda a gama de citotoxicidade ou para analisar em pormenor a relagio concen-
tragio-resposta, pode ser necessdrio recorrer a concentragdes menos espagadas e a mais de quatro concen-
tragdes, em especial nas situagdes em que for necessario repetir o ensaio (ver ponto 43). A utilizacdo de mais de
quatro concentragdes pode ser particularmente importante quando se utilizam culturas dnicas.

20. Se a concentracdo maxima se basear na citotoxicidade, a concentragdo mais elevada deverd atingir um valor
entre 20 % e 10 % RS. Deve ser-se cauteloso na interpretagdo de resultados positivos que se obtém apenas a
10 % ou menos (ver ponto 43).

21. No caso de produtos quimicos pouco soliveis ndo-citotoxicos a concentragdes inferiores a concentragio
insolivel minima, a maior concentra¢do 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 insoldvel, é conveniente ensaiar uma tinica
concentracgio que produza turbidez ou um precipitado visivel, devido aos efeitos falsos que possam ser
induzidos pelo precipitado. A concentragio que produz um precipitado, deve assegurar-se que este ndo interfere
com a realizagdo do ensaio. Neste contexto, pode ser til determinar a solubilidade no meio de cultura antes do
ensaio.

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

Controlos

23. Para cada uma das condi¢des experimentais, devem também realizar-se controlos negativos paralelos (ver ponto
16), em que as células sdo expostas apenas ao solvente e ao meio de tratamento, procedendo-se do mesmo
modo que num ensaio normal.

24. Sdo necessdrios controlos positivos para demonstrar a capacidade do laboratério para identificar mutagénios nas
condi¢des do protocolo de ensaio, bem como a eficicia do sistema exdgeno de ativagio metabdlica, se
pertinente. O quadro 1 apresenta exemplos de produtos quimicos de controlo positivo. Se tal se justificar,
podem utilizar-se outras substdncias de controlo positivo. Dado que os ensaios de toxicidade genética in vitro
em células de mamiferos estdo suficientemente normalizados, podem realizar-se ensaios que utilizem tratamen-
tos com ou sem ativagdo metabodlica exdgena utilizando apenas um controlo positivo que necessite de ativagdo
metabdlica. Neste caso, a resposta de controlo positivo tinica demonstrard a atividade do sistema de ativacio
metabdlica e a capacidade de resposta do sistema de ensaio. Cada controlo positivo deve ser utilizado numa ou
mais das concentra¢des a que se prevé um aumento detetdvel e reprodutivel relativamente a base, a fim de
demonstrar a sensibilidade do sistema de ensaio e a resposta ndo deve ser comprometida por uma concentragio
de citotoxicidade superior aos limites especificados no presente método de ensaio (ver ponto 20).
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Quadro 1

Substincias de referéncia recomendadas para a avaliacgio da competéncia do laboratério e para a
selecio dos controlos positivos

Condi¢io de ativagio metabolica Locus Substancia e n.° CAS

Auséncia de ativagdo metabdlica ex6gena | Hprt Metanossulfonato de etilo [n.° CAS 62-50-0]
Etilnitrosureia [n.> CAS 759-73-9]
1-Oxido de 4-nitroquinolina [ndimero CAS 56-57-5]

xprt Estreptonigrina (n.° CAS 3930-19-6)
Mitomicina C [n.° CAS 50-07-7]

Presenca de ativacdo metabodlica exdgena | Hprt 3-Metilcolantreno [n.° CAS 56-49-5]
7,12-Dimetilbenzantraceno [n.°CAS 57-97-6]
Benzol[a]pireno [n.° CAS 50-32-8]

xprt Benzol[a]pireno [n.° CAS 50-32-8]

PROCEDIMENTO
Tratamento com o produto quimico em estudo

25. As células em proliferacio sdo expostas ao produto quimico em estudo na presenga e na auséncia de um
sistema de ativacdo metabélica. A exposicio deve ter uma duragio adequada (normalmente, é adequada uma
duracdo de 3 a 6 horas).

26. O ntimero minimo de células utilizado para cada cultura de ensaio (controlada e tratada), em cada fase do
ensaio, deve basear-se na frequéncia de mutagio espontinea. Uma orientagdo geral consiste em tratar e trans-
ferir células suficientes para manter 10 mutantes espontaneas em todas as culturas em todas as fases do ensaio
(17). A frequéncia de mutagio espontinea é, em geral, entre 5 e 20 x 107, Para uma frequéncia de mutagio
espontanea de 5 x 10 e para manter um ndmero suficiente de mutantes espontineos (10 ou mais), mesmo
para culturas expostas a concentragdes que provoquem 90 % de citotoxicidade durante o tratamento (10 % RS),
serd necessario tratar, pelo menos, 20 x 10° células. Além disso, deve ser cultivado um ntmero suficiente de
células (nunca inferior a 2 milhdes) durante o periodo de expressdo e incubadas em placas para selecdo de
mutantes (17).

Periodo de expressdo fenotipica e medicio da frequéncia de mutacio

27. Apb6s o periodo de exposigdo, as células sdo cultivadas para permitir a expressdo fenotipica das mutagdes. Regra
geral, um minimo de 7 a 9 dias ¢ suficiente para permitir a expressdo fenotipica quase 6tima dos mutantes Hprt
e xprt recentemente induzidos (43) (44). Durante este periodo, as células sdo regularmente subcultivadas, a fim
de serem mantidas em crescimento exponencial. Apds a expressdo fenotipica, as células sdo incubadas em placas
em meio com e sem agente seletivo (6-tioguanina) para determinagdo do niimero de mutagdes e da eficiéncia de
clonagem no momento da selecdo, respetivamente. Esta incubacio em placas pode ser realizada usando pratos
para monocamada ou placas de microcamada para células em suspensio. Para a sele¢io de mutantes, as células
devem ser incubadas em placas a uma densidade que garanta uma taxa de mutagdo 6tima (ou seja, que evite a
cooperagdo metabdlica) (17). As placas sdo incubadas durante um periodo adequado para potenciar o cresci-
mento das colénias (por exemplo, 7-12 dias) e sdo contadas. A frequéncia de mutagdo é calculada com base no
ntimero de colénias mutantes corrigido pela eficiéncia de clonagem no momento da selecio de mutantes (ver
férmulas no apéndice 2).
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Competéncia técnica do laboratério

28. 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 efetuado uma série de experiéncias com substincias de
referéncia positivas que ajam por diferentes mecanismos (pelo menos uma ativa com e outra ativa sem ativacio
metabélica, sendo as substincias correspondentes selecionadas da lista constante do quadro 1), bem como
véarias amostras de controlo negativas (utilizando varios solventes/excipientes). As respostas observadas as
amostras de controlo positivas e negativas devem ser corroboradas por referéncias bibliogréficas. Este requisito
ndo ¢ aplicével a laboratdrios com experiéncia, isto ¢, que disponham de uma base de dados histéricos como se
refere nos pontos 30 a 33.

29. Deve ser investigada uma sele¢do de substincias de controlo positivo (ver quadro 1 do ponto 25), com e sem
ativagdo metabdlica, a fim de demonstrar a sua competéncia na dete¢do de produtos quimicos mutagénicos,
para determinar a eficicia do sistema de ativagdo metabdlica e demonstrar a adequacdo das condigdes de
crescimento das células durante o tratamento, da expressdo fenotipica, da sele¢do de mutantes e dos métodos
de contagem. A gama de concentragdes das substancias selecionadas deve ser escolhida de forma a proporcionar
aumentos reprodutiveis e dependentes da concentrago, relativamente ao nivel de fundo, que permitam de-
monstrar a sensibilidade e a gama dindmica do sistema de ensaio.

Dados histéricos de controlo

30. O laboratério deve elaborar:

— um historial da gama e da distribui¢do dos controlos positivos;

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

31. Ao obter os primeiros dados para um historial de distribui¢io dos controlos negativos, os controlos negativos
em paralelo devem ser coerentes com os dados de controlo publicados, caso existam (22). A medida que forem
sendo adicionados mais dados experimentais a distribui¢do dos controlos, os controlos negativos em paralelo
devem, de preferéncia, situar-se dentro dos limites de controlo de 95 % daquela distribui¢do (17) (45) (46).

32. 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 condigdes
experimentais compardveis. Os laboratérios devem utilizar métodos de controlo de qualidade, como graficos de
controlo — por exemplo, graficos C ou graficos de barras (47) —, para identificar a variabilidade dos seus dados
de controlo positivo e de controlo negativo e demonstrar que o laboratério domina a metodologia (46).
Encontram-se na bibliografia (45) outras recomendagdes sobre a forma 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).

33. Os dados de controlo negativo devem consistir em frequéncias mutantes em culturas tinicas ou, de preferéncia,
replicadas, conforme descrito no ponto 23. Os controlos negativos realizados em paralelo devem, idealmente,
situar-se dentro dos limites de 95 % dos controlos da distribuicio da base de dados histéricos de controlo
negativo do laboratério (17) (45) (46). Os dados do controlo negativo realizado em paralelo que se situem fora
dos limites de controlo de 95 % sdo aceitdveis para inclusio no historial de distribuicio de controlo se nio
forem valores extremos e ainda se houver indicios de que o sistema de ensaio estd «sob controlo» (ver supra) e
ndo houver indicios da existéncia de erros humanos ou técnicos.

34. Quaisquer altera¢des do protocolo experimental devem ser ponderadas em funcio da sua coeréncia com as
bases de dados histéricos de controlo do laboratério. As incoeréncias de monta devem conduzir & constituicio
de uma nova base de dados histéricos de controlo.
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DADOS E RELATORIOS
Apresentacio dos resultados

35. A apresentagdo dos resultados deve incluir todos os dados necessdrios para calcular a citotoxicidade (expressa
em RS). Os dados, tanto para as culturas tratadas como para as de controlo, devem incluir o nimero de células
no final da exposigdo, o niimero de células incubadas em placas imediatamente apds o tratamento e o nimero
de contagens de coldnias (ou nimero de pocos sem colbnias, para o método micropocos). A RS para cada
cultura deve ser expressa em percentagem em relagdo a amostra de controlo do solvente ensaiada em paralelo
(ver definicdes no apéndice 1).

36. A apresentacio dos resultados deve incluir também todos os dados necessdrios para calcular a frequéncia de
mutagdo. Os dados das culturas tratadas e das culturas de controlo devem incluir: (1) o niimero de células
incubadas em placas com e sem agente seletivo (no momento em que as células sio colocadas em placas para
selecio mutante) e (2) o ntimero de coldnias contadas (ou o niimero de pocos sem coldnias sem coldnias no
método de micropocos) nas placas, com e sem agente seletivo. A frequéncia de mutagdo é calculada com base
no numero de colénias mutantes (em placas com agente seletivo) corrigido pela eficiéncia de clonagem (a partir
das placas sem agente seletivo). A frequéncia de mutagdo deve ser expressa em nimero de células mutantes por
milhdo de células vidveis (ver defini¢des no apéndice 1).

37. Devem ser fornecidos dados individuais das culturas. Os dados devem ser fornecidos por cultura e resumidos
em quadros.

Critérios de aceitabilidade

38. 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 33.

— As amostras de controlo positivo (ver ponto 24) devem induzir respostas compativeis com as incluidas na
base de dados histéricos de controlo positivo e produzir um aumento estatisticamente significativo relati-
vamente ao controlo negativo em paralelo.

— Foram ensaiadas duas condigdes experimentais (com e sem ativagdo metabdlica), a menos que tenha sido
possivel obter resultados positivos numa (ver ponto 25).

— E analisdvel um nimero adequado de células e concentracdes (pontos 25, 26 e 19).

— Os critérios para a selecdo da concentragio de topo sdo coerentes com os descritos nos pontos 20, 21 e 22.

Avaliagio e interpretacio dos resultados

39. Se forem cumpridos todos os critérios de aceitabilidade, o produto quimico em estudo é considerado inequi-
vocamente positivo se, em qualquer das condi¢des experimentais examinadas:

— pelo menos uma das concentragdes de ensaio apresentar um aumento estatisticamente significativo em
relagdo ao controlo negativo,

— o aumento, avaliado com base numa andlise de tendéncias adequada, for dependente da concentragio,
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— nenhum dos resultados estiver fora da distribui¢do dos dados histéricos de controlo negativo (p. ex., limites
de controlo de 95 % com base numa distribuicdo de Poisson; ver ponto 33).

Se todos estes critérios estiverem preenchidos, o produto quimico em estudo é considerado passivel de induzir
mutagdes génicas em células de mamifero cultivadas no presente sistema de ensaio. As referéncias bibliograficas
(46) (48) contém recomendacdes sobre os métodos estatisticos mais adequados.

40. Se forem cumpridos todos os critérios de aceitabilidade, o produto quimico em estudo é considerado inequi-
vocamente negativo se, em todas as condi¢bes experimentais examinadas:

— nenhuma das concentra¢des de ensaio apresentar um aumento estatisticamente significativo em relacdo ao
controlo negativo paralelo,

— ndo se observar qualquer aumento dependente da concentragdo, numa avaliacio feita com base numa
andlise de tendéncias adequada;

— todos os resultados se situarem dentro da distribuicdo dos dados histéricos de controlo negativo (p. ex.,
limites de controlo de 95 % com base numa distribuicdo de Poisson; ver ponto 33).

Nesse caso, o produto quimico em estudo ndo é considerado passivel de induzir mutagdes génicas em culturas
de células de mamiferos neste sistema de ensaio.

41. Nio hd qualquer exigéncia concreta para a verificagio de uma resposta inequivocamente positiva ou negativa.

42. No caso de a resposta ndo ser inequivocamente positiva ou negativa como atrds descrito, ou para estabelecer a
importancia bioldgica do resultado, os dados devem ser avaliados por peritos efou numa investigacio com-
plementar. Pode ser atil um ensaio de repeticio, eventualmente com alteracio das condi¢hes experimentais
(intervalo diferente entre as concentragdes ou outras condigdes de ativagdo metabdlica — p. ex., concentracdo
ou origem do S9).

43. Em casos raros, mesmo apds estudos complementares, os dados obtidos ndo permitirdo concluir por um
resultado positivo ou negativo. Assim, deve concluir-se que a resposta do produto quimico em estudo é
ambigua (interpretada como igualmente suscetivel de ser positiva ou negativa).

Relatério de ensaio

44. O relatério de ensaio deve conter as seguintes informagdes:

Produto quimico em estudo

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

— estabilidade, se conhecida;

— solubilidade e estabilidade no solvente, se conhecidas;

— medicdo do pH, da pressio osmoética e da quantidade de precipitado no meio de cultura ao qual foi
adicionado o produto quimico em estudo, consoante o que for adequado.
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Substincia monocomponente

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

— dados de identificacdo quimica, como as denominagdes IUPAC ou CAS, niimero CAS, cédigo SMILES ou
InChl, féormula estrutural, pureza, identidade quimica de impurezas, caso se justifique e seja exequivel, etc.

Substancia multicomponentes, UVCB e misturas

— caracterizada, na medida do possivel, pela identidade quimica (ver acima), pela ocorréncia quantitativa e
pelas propriedades fisico-quimicas dos componentes.

Solvente

— justificagdo da escolha;

— percentagem no meio de cultura final.

Células

Para as culturas principais de laboratério:

— tipo e fonte das linhas celulares;

— ntimero de passagens, se disponivel, e histérico no laboratério;

— caracteristicas do caridtipo e/ou nimero modal de cromossomas.

— métodos de manutengio das culturas celulares;

— auséncia de micoplasma;

— tempo de duplicacio celular.

Condigdes de realizagio do ensaio

— justificagdo para a sele¢do das concentragdes e do ndmero de culturas, incluindo, por exemplo, dados sobre
a citotoxicidade e sobre as limitacdes de solubilidade;

— composi¢do dos meios, concentragio de CO,, nivel de humidade;

— concentragio 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);
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— concentracdo (efou volume) de solvente e de produto quimico em estudo adicionado ao meio de cultura;

— temperatura de incubagio;

— tempo de incubagio;

— duracio do tratamento;

— densidade celular durante a exposicio;

— tipo e composi¢do do sistema de ativagio metabdlica (fonte de S9, método de preparagdo da mistura de S9,
concentragdo ou volume da mistura de S9 e de S9 no meio de cultura final, controlos de qualidade do S9);
substancias de controlo positivo e negativo, concentragdes finais para cada condi¢do de tratamento;

— duragdo do periodo de expressdo (incluindo o niimero de células inoculadas e os calendérios de subcultura e
de alimentacdo, quando aplicavel),

— identidade do agente seletivo e respetiva concentragio;

— critérios de aceitabilidade dos ensaios;

— métodos utilizados para a enumeracio dos niimeros de células mutantes e vidveis,

— métodos de medigdo da citotoxicidade;

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

— duracdo dos periodos de incubagdo apds a colocagdo em placas;

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

— métodos utilizados para determinar o pH, a pressio osmdtica e a precipitacio.

Resultados

— ntimero de células expostas e niimero de células subcultivadas para cada cultura;

— medigOes de citotoxicidade e outras observagdes, se for caso disso;

— sinais de precipitagdo e instante da determinacio;



26.9.2019

Jornal Oficial da Unido Europeia L 247)21

niimero de células colocadas em placas em meio seletivo e ndo seletivo;

niimero de colénias em meio ndo seletivo, ndmero de coldnias resistentes em meio seletivo e frequéncias de
mutacdo conexas;

relacdo concentragdo-resposta, quando for possivel determina-la;

dados (concentracdes e solventes) relativos as amostras de controlo negativo (solvente) e de controlo
positivo, ensaiadas em paralelo;

dados histdricos relativos aos controlos positivos e negativos (solvente), com as respetivas gamas, valor
médio e desvio-padrio e intervalo de confianca (por exemplo, 95 %), bem como o nimero de dados;

andlises estatisticas (para culturas individuais e replicados agrupados, se for caso disso) e valores p, caso
existam.

Discussdo dos resultados.

Conclusdo
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Apéndice 1

DEFINICOES

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.

Amostra de controlo ndo tratada: cultura nio sujeita a qualquer tratamento (com o produto quimico em estudo ou
solvente), mas processada simultaneamente e do mesmo modo que as culturas tratadas com o produto quimico em
estudo.

Citotoxicidade: para efeitos dos ensaios abrangidos pelo presente método de ensaio, a citotoxicidade é definida como uma
reducdo da sobrevivéncia relativa das células expostas comparativamente com o controlo negativo (ver ponto especifico).

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

Eficiéncia de clonagem: a percentagem de células incubadas em placas em baixa densidade que consegue originar uma
col6nia que pode ser contada.

Fragdo S9 de figado: sobrenadante apds centrifugacdo do homogeneizado hepdtico a 9 000 g (extrato hepatico em bruto).

Frequéncia de mutacio (MF): nimero de colénias mutantes observadas dividido pelo niimero de células incubadas em
placas em meio seletivo, corrigido pela eficiéncia de clonagem (ou viabilidade) no momento da selecio.

Genotoxico: termo geral que abrange todos os tipos de danos ao ADN ou aos cromossomas, incluindo quebra do ADN,
adugdes, rearranjos, mutagdes, aberragdes cromossomdticas e aneuploidia. Nem todos os tipos de efeitos genotdxicos
originam mutagdes ou danos cromossomicos estdveis.

Meio HAT: meio que contém hipoxantina, aminopterina e timidina, utilizado para limpeza de mutantes Hprt.

Meio MPA: meio que contém xantina, adenina, timidina, aminopterina e 4cido microfendlico, utilizado para limpeza de
mutantes Xprt.

Mistura S9: mistura de fragdo S9 de figado e dos cofatores necessdrios a atividade enzimdtica metabdlica.

Mutagdo para diante: mutagdo genética do tipo parental para a forma mutante que causa uma alteracio ou perda de
atividade enzimadtica da funcdo da proteina codificada.

Mutagéneos por deslocagio do quadro de leitura: produtos quimicos que causam a adicdo ou supressio de um par de
bases ou de uma sequéncia de pares de bases do ADN.

Mutagéneos por substituicio de um par de bases: produtos quimicos que causam a substituicio de pares de bases do
ADN.
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Mutagénico: que produz uma alteracio hereditria de sequéncias de pares de bases do ADN em genes ou da estrutura dos
cromossomas (aberragdes cromossdmicas).

Periodo de expressdo fenotipica: o periodo apds o tratamento durante o qual a modificagdo genética é fixada no genoma
e os produtos dos genes inalterados se esgotam ao ponto de alterar o cardter fenotipico.

Produto quimicouma substincia ou mistura.Sobrevivéncia relativa (SR): a SR ¢é utilizada para medir a citotoxicidade
relacionada com a exposigdo. a SR ¢ a eficiéncia de clonagem (CE) de células incubada em placas imediatamente apds
a exposicio, ajustada por qualquer perda de células durante a exposicdo, em comparagio com a eficiéncia de clonagem
em controlos negativos (com uma taxa de sobrevivéncia de 100 %).

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

Recombinacio mitética: durante a mitose, a recombinagdo entre cromatideos homdlogos, eventualmente resultante na
indugdo de quebras em cadeias duplas do ADN ou numa perda de heterozigotia.

UVCB: substéincias quimicas de composi¢do desconhecida ou varidvel, produtos de reagdo complexos e materiais biold-
gicos.
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Apéndice 2

FORMULAS PARA A AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE E DA FREQUENCIA DE MUTACAO
A citotoxicidade é avaliada pela sobrevivéncia relativa, ou seja pela eficiéncia de clonagem (CE) de células incubada em

placas imediatamente apds a exposi¢do, ajustada por qualquer perda de células durante a exposi¢do, em comparagdo com
a eficiéncia de clonagem ajustada em controlos negativos (com uma taxa de sobrevivéncia de 100 %) (ver férmula RS

infra).

A CE ajustada para uma cultura tratada pelo produto quimico em estudo é calculada do seguinte modo:

Numero de células no final do tratamento

CE ajustada = —; - —
Namero de células no inicio do tratamento

Para uma cultura tratada pelo produto quimico em estudo, a RS ¢é calculada do seguinte modo:

CE ajustada na cultura tratada
RS = - x 100
CE ajustada na controlo com solvente

A frequéncia de mutacio € a eficiéncia de clonagem de colénias mutantes num meio seletivo dividida pela eficiéncia de
clonagem num meio ndo seletivo medido para a mesma cultura no momento da selegdo.

Eficiéncia de clonagem de colénias mutantes num meio seletivo

Frequéncia de mutagdo = — - -
Eficiencia de clonagem num meio nao seletivo

Se forem utilizadas placas para a eficiéncia de clonagem:

CE = ntimero de coldnias/niimero de células incubadas em placas.

Quando forem utilizadas placas de micropogos para a eficiéncia de clonagem:

O ntimero de colénias por pogo nas placas de micropogos segue uma distribui¢do de Poisson.

Eficiéncia de clonagem = -LnP(0) [ niimero de células incubadas por pogo

Em que -LnP(0) é o niimero provavel de pogos vazios de entre os pocos inoculados e é descrito pela seguinte férmula:

LNP (0) = -Ln (ndmero de pocos vazios/niimero de pogos inoculados).»
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(3) Na parte B, o capitulo B.22 passa a ter a seguinte redagdo:

«B.22 ENSAIO DE LETALIDADE DOMINANTE NO ROEDOR
INTRODUCAO

1. O presente método de ensaio ¢é equivalente a Test Guideline (TG) 478 (2016) da OCDE. Os métodos de ensaio
sdo revistos periodicamente a luz do progresso cientifico, das necessidades normativas em evolugio e de
consideragdes de bem-estar animal. A presente versdo alterada do método de ensaio reflete mais de trinta
anos de experiéncia com este ensaio e o potencial de integracio ou de combinagdo deste ensaio com outros
ensaios de toxicidade, como estudos de desenvolvimento, toxicidade reprodutiva ou genotoxicidade; no entanto,
devido as suas limitagdes e a utilizagdo de um grande niimero de animais, este ensaio ndo deve ser utilizado
como método principal, mas sim como um método de ensaio suplementar, que apenas pode ser utilizado
quando ndo houver alternativa para as exigéncias normativas. A combinagdo de ensaios de toxicidade pode
poupar um grande niimero de animais de serem utilizados em ensaios de toxicidade. Estd disponivel um
documento da OCDE que fornece informagdes sucintas sobre ensaios de toxicologia genética e resume as
alteragdes recentemente introduzidas nas orientacdes da OCDE neste dominio (1).

2. O objetivo do ensaio de letalidade dominante (DL) consiste em verificar se os produtos quimicos produzem
mutacdes resultantes de aberragdes cromossémicas nas células germinais. Além disso, o ensaio de letalidade
dominante tem importancia para a avaliagio da genotoxicidade, porquanto, embora possam variar consoante as
espécies, os fatores do metabolismo in vivo, da farmacocinética e dos processos de reparagio do ADN estdo
ativos e contribuem para a resposta. A indugio de uma mutagdo de DL apds exposicdo ao produto quimico em
estudo indica que o produto quimico afetou o tecido germinal do animal de ensaio.

3. As mutagdes de DL provocam a morte do embrido ou do feto. A inducio da mutagdo do DL apds exposicdo ao
produto quimico em estudo indica que o produto quimico afetou as células germinais do animal de ensaio.

4. Um ensaio de DL ¢ util para confirmar os resultados positivos de ensaios com pardmetros somaticos in vivo e
constitui um pardmetro relevante para a previsio do perigo/risco para o ser humano de doengas genéticas
transmitidas através da linha germinal. Contudo, este ensaio requer um grande nimero de animais e muita mio
de obra; por isso, é muito oneroso e demorado. Dado que a frequéncia espontinea das mutagdes letais
dominantes ¢é bastante elevada, a sensibilidade do ensaio para detegdo de ligeiros aumentos da frequéncia
das mutagdes é geralmente limitada.

5. Os termos-chave sdo definidos no apéndice 1.

CONSIDERACOES INICIAIS

6. O presente ensaio utiliza, normalmente, ratos (2) (3) (4), mas, em alguns casos, podem ser adequadas outras
espécies, como as ratazanas (5) (6) (7) (8), mediante justificagdo cientifica. De modo geral, as DL sdo resultado
de aberracdes cromossOmicas graves (anomalias estruturais e numeéricas) (9) (10) (11), mas ndo podem ser
excluidas as mutagdes génicas. Uma mutagdo de DL é uma mutagdo que ocorre numa célula germinal per se ou,
ap6s a fertilizagdo, nas primeiras fases do desenvolvimento embriondrio, ndo causa lesdes no gimeta, mas é
letal para o ovo fecundado ou para o embrido em desenvolvimento.

7. Cada macho ¢ acasalado sequencialmente com fémeas virgens a intervalos adequados. O nimero de acasala-
mentos apés tratamento depende do objetivo final do estudo de DL (ponto 23) e deve assegurar que todas as
fases da maturagdo de células germinais masculinas sejam avaliadas para DL (12).

8. Caso existam provas de que o produto quimico em estudo ou ofs) seu(s) metabolito(s) ndo atingem o testiculo,
o0 presente ensaio ndo ¢ apropriado.
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PRINCIPIO DO ENSAIO

9. Em geral, os animais machos sdo expostos ao produto quimico em estudo por uma via de exposi¢do adequada e
acasalados com fémeas virgens ndo tratadas. Podem ser testados diferentes tipos de células germinais com
recurso a intervalos de acasalamento sequenciais. Decorrido um periodo adequado apds o acasalamento, as
fémeas sio eutanasiadas e os seus tteros examinados para determinar o niimero de implantes e de embrides
vivos e mortos. A letalidade dominante de um produto quimico em estudo é determinada por compara¢do dos
implantes vivos por fémea do grupo tratado com os implantes vivos por fémea do grupo de controlo do
excipiente/solvente. O aumento do niimero de implantes mortos por fémea do grupo tratado em relagdo ao
nimero de implantes mortos por fémea do grupo de controlo reflete as perdas apds a implantagio induzidas
pelo produto quimico em estudo. Estas perdas sdo calculadas determinando a proporcio de implantes mortos
no total de implantes do grupo tratado, comparativamente com a propor¢do de implantes mortos no total de
implantes no grupo de controlo. As perdas antes da implantacio podem ser estimadas por comparagio dos
corpos liteos menos os implantes totais ou o total de implantes por fémea do grupo tratado e do grupo de
controlo.

VERIFICACAO DA COMPETENCIA DO LABORATORIO

10. A competéncia para ensaio deve ser estabelecida mediante a demonstragio da capacidade de reproduzir as
frequéncias de letalidade dominante a partir de dados publicados — por exemplo, (13) (14) (15) (16) (17) (18) -
com substncias de controlo positivo (incluindo respostas fracas), como as constantes do quadro 1, e controlos
do veiculo e a obtencdo de frequéncias de controlo negativas coerentes (ver referéncias supra) ou com o
histérico de distribuicdo do controlo do laboratério, se disponivel.

DESCRICAO DO METODO
Preparacdes

Selecdo de espécies animais

11. Devem ser utilizados animais sauddveis, das espécies de laboratério mais comuns, que tenham atingido a
maturidade sexual. Geralmente sdo utilizados ratos, embora também possam ser adequadas ratazanas. Pode
utilizar-se qualquer outra espécie adequada de mamifero, se o relatério fornecer uma justificagdo cientifica.

Condigdes de alojamento e de alimentagdo dos animais

12. 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 mdximo que, de preferéncia, 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 obscuridade.
Para a alimentacdo, podem ser usadas dietas convencionais de laboratdrio, com acesso ilimitado a dgua potével.
Se o produto quimico em estudo for administrado pela alimentagio, a escolha da dieta poderd ser condicionada
pela necessidade de assegurar a dosagem adequada. Antes do tratamento ou do acasalamento, os roedores
devem ser alojados em pequenos grupos (ndo mais de cinco) do mesmo sexo — caso ndo se prevejam ou
observem comportamentos agressivos —, de preferéncia em gaiolas sélidas com um enriquecimento ambiental
adequado. Os animais podem ser alojados individualmente se tal se justificar do ponto de vista cientifico.

Preparagdo dos animais

13. Distribuem-se aleatoriamente animais saudaveis e sexualmente maduros, machos e fémeas, pelos grupos de
controlo e pelos grupos expostos. Os animais sdo identificados de forma inequivoca, utilizando um método
humano minimamente invasivo (p. ex., anilhagem, marcagdo, microchip ou identificagdo biométrica, mas ndo
entalhe de orelhas nem amputagdo de falanges), e sdo aclimatados as condi¢des de 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.
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Preparagdo das doses

14. Os produtos quimicos em estudo na forma s6lida devem ser dissolvidos ou suspensos em solventes ou veiculos
adequados, ou misturados na dieta ou na dgua potavel antes da administragdo aos animais. Os produtos
quimicos em estudo no estado liquido podem ser adicionados diretamente aos sistemas em estudo efou diluidos
antes da administracdo. No caso das 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.

Condicdes de ensaio
Solvente/veiculo

15. O solvente/fveiculo ndo deve produzir efeitos téxicos nos volumes utilizados e ndo devem existir indicios de
reagdo quimica com o produto quimico em estudo. A eventual utilizacdo de solventes/veiculos menos habituais
deve ser fundamentada por dados de referéncia que indiquem serem compativeis. Sempre que possivel, reco-
menda-se a utilizacgio de um solvente/veiculo aquoso. A dgua, o soro fisiolégico, uma solugio de metilcelulose,
uma solugdo de sal de sddio de carboximetilcelulose, o azeite e o déleo de milho constituem exemplos de
solventes/veiculos compativeis de utilizacdo comum.

Amostras de controlo positivo

16. Devem ser sempre utilizados animais de controlo positivo em paralelo, a menos que o laboratério tenha
demonstrado competéncia na realizacio do ensaio e o tenha utilizado regularmente no passado recente (nos
ultimos 5 anos, por exemplo). Ndo ¢, contudo, necessario tratar os animais de controlo positivo pela mesma via
que os animais que recebem o produto quimico em estudo, nem colher amostras em todos os intervalos de
acasalamento. As substancias de controlo positivo devem ser comprovadamente produtoras de DL nas condi-
¢des utilizadas para o ensaio. Salvo para o tratamento, os animais dos grupos de controlo devem ser alvo dos
mesmos procedimentos que os animais dos grupos tratados.

17. As doses das substincias de controlo positivo devem ser determinadas de modo a produzirem efeitos fracos ou
moderados que avaliem criticamente o desempenho e a sensibilidade do ensaio, mas a produzirem, de forma
consistente, efeitos letais dominantes positivos. O quadro 1 apresenta exemplos de substincias de controlo
positivo e de dosagens adequadas.

Quadro 1

Exemplos de substincias de controlo positivo

Substancia [n.° CAS] Gama de doses eficazes (mg/kg) Periodo de administracio (dias)

(ntmero de referéncia) (espécies de roedores) eriodo de administragdo {cias
Trietilenomelamina [51-18-3] (15) 0,25 (ratos) 1
Ciclofosfamida [50-18-0] (19) 50-150 (ratos) 5
Ciclofosfamida [50-18-0] (5) 25-100 (ratazanas) 1
Metanossulfonato de etilo [62-50-0] (13) 100-300 (ratos) 5
Acrilamida mondémera [79-06-1] (17) 50 (ratos) 5
Clorambucil [305-03-3] (14) 25 (ratos) 1
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Controlos negativos

18. Cada amostragem deve incluir animais de controlo negativo, tratados apenas com solvente ou veiculo e, em
todos os outros aspetos, sujeitos a0 mesmo procedimento que os grupos de tratamento (20). Na auséncia de
dados de controlo histéricos ou publicados que demonstrem que o solventefveiculo escolhido nio induz DL
nem qualquer outro efeito prejudicial, todas as amostragens devem incluir igualmente animais de controlo sem
tratamento, de modo a estabelecer a aceitabilidade do controlo do veiculo.

PROCEDIMENTO

Nimero de animais

19. Cada macho ¢é acasalado sequencialmente, a intervalos adequados previamente determinados (por exemplo,
semanais, pontos 21 e 23), de preferéncia com uma fémea virgem. O néimero de machos por grupo deve
ser predeterminado de forma a ser suficiente (em combinagio com o nimero de fémeas acasaladas a cada
intervalo de acasalamento) para assegurar a representatividade estatistica necessdria para detetar pelo menos uma
duplicacdo na frequéncia de DL (ponto 44).

20. O niimero de fémeas por intervalo de acasalamento deve também ser predeterminado pelos célculos de
representatividade estatistica de modo de permitir a detecio de, pelo menos, uma duplicagio na frequéncia
de DL (ou seja, fémeas prenhes em ndimero suficiente para a obtencio de, pelo menos, 400 implantes totais)
(20) (21) (22) (23) e a probabilidade de, pelo menos, um implante morto por unidade de andlise (ou seja, o
grupo de acasalamento por dose) (24).

Periodo de administracio e intervalo de acasalamento

21. O ntmero de intervalos de acasalamento apds o tratamento é determinado pelo calendirio deste e deve
assegurar que todas as fases da maturagio de células germinais masculinas sdo avaliadas para inducio de DL
(12) (25). No caso de um tratamento tinico com, no maximo, cinco administra¢des de doses didrias, devem
realizar-se, apds a dltima destas, acasalamentos de 8 ratos ou 10 ratazanas com intervalos semanais. Em caso de
administracio de doses multiplas, o nimero de intervalos de acasalamento pode ser reduzido proporcional-
mente ao aumento do periodo de administragdo, mas deve manter-se o objetivo de avaliar todas as fases da
espermatogénese (por exemplo, ap6s uma exposigdo de 28 dias, quatro acasalamentos semanais sdo suficientes
para avaliar todas as fases da espermatogénese no rato). Todos os calenddrios de tratamento e acasalamento
devem ser cientificamente justificados.

22. As fémeas devem permanecer com os machos durante, pelo menos, um ciclo éstrico (por exemplo, uma semana
abrange um ciclo éstrico em ratos e em ratazanas). As fémeas que ndo tenham acasalado durante um intervalo
de uma semana podem ser utilizadas para um intervalo de acasalamento subsequente. Em alternativa, até a
ocorréncia do acasalamento, comprovado pela presenca de esperma na vagina ou pela presenca de um rolhdo
vaginal.

23. A exposi¢do e o regime de acasalamento utilizados sdo fungio do objetivo dltimo do estudo de DL. Se o
objetivo for determinar se um determinado produto quimico induz muta¢des de DL per se, o método deve
consistir em expor todo um ciclo de espermatogénese (p. ex., 7 semanas no rato, 5-7 tratamentos por semana)
e acasalar no final. Contudo, se o objetivo for identificar o tipo de células germinais sensiveis para inducio de
DL, é preferivel uma exposi¢do tnica ou uma exposi¢do de 5 dias, seguida de acasalamento semanal.

Doses

24. Se for realizado um estudo preliminar para avaliagio da gama de doses a administrar por ndo estarem
disponiveis dados apropriados de apoio a selecdo de doses, esse estudo deve ser efetuado no mesmo laboratério,
utilizando a mesma espécie, a mesma linha celular, o0 mesmo sexo e o mesmo regime de exposi¢do do estudo
principal (26). O estudo deve procurar identificar a dose maxima tolerdvel (DMT), definida como a dose mais
elevada tolerada, durante o periodo de ensaio, sem sinais de toxicidade limitativa do estudo (p. ex., compor-
tamentos ou reagdes anormais, ligeira redugdo do peso corporal ou citotoxicidade no sistema hematopoiético) e
sem causar a morte nem sinais de dor, sofrimento ou tensdo que levem a eutandsia por meios humanos (27).



L 247/32 Jornal Oficial da Unido Europeia 26.9.2019

25. A DMT também nio deve afetar negativamente o éxito do acasalamento (21).

26. Os produtos quimicos em estudo com atividade bioldgica especifica em doses baixas ndo téxicas (como
hormonas e agentes mitogénicos) e os produtos quimicos que apresentem saturacio de propriedades toxico-
cinéticas podem ser excegdes aos critérios de defini¢do da dosagem e devem ser avaliados caso a caso.

27. Para obter informacdes sobre a resposta as doses, o estudo completo deve incluir um grupo de controlo
negativo e, no minimo, trés niveis de dosagem, separadas por um fator que, em geral, é 2 e ndo pode ser
superior a 4. Se o produto quimico em estudo ndo produzir efeitos téxicos num estudo de avaliagdo da gama
de doses ou com base em dados existentes, a dose mais elevada administrada de uma sé vez deve ser de
2 000 mg/kg de peso corporal. Se o produto quimico em estudo gerar toxicidade, a dose maxima administrada
deve ser a DMT e as doses utilizadas devem, de preferéncia, abranger uma gama compreendida entre a dose
méxima e uma dose de toxicidade baixa ou nula. No caso de produtos quimicos ndo tdxicos, a dose mdxima
para um periodo de administra¢do igual ou superior a 14 dias é de 1 000 mg/kg de peso corporal/dia e, para
um periodo de administragio inferior a 14 dias, a dose maxima é de 2 000 mg/kg de peso corporal/dia.

Administracio das doses

28. Na concegdo de um ensaio, deve ter-se em mente a via prevista de exposi¢do humana. Por conseguinte, desde
que devidamente justificadas, podem escolher-se, por exemplo, vias de exposi¢io como a alimentagdo, dgua de
beber, subcuténea, intravenosa, topica, inalagdo, oral (por gavagem) ou implantacdo. Seja qualquer for, a via
escolhida deve garantir a exposi¢do adequada do(s) tecido(s)-alvo. A injecdo intraperitoneal ndo é, em geral,
recomendada, uma vez que ndo 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 tnica, deve prever-se, entre o consumo dos alimentos e da dgua e o
acasalamento, um intervalo suficiente para permitir a detecio dos efeitos (ponto 31). O volume maximo de
liquido que pode ser administrado de uma s6 vez por gavagem ou inje¢do depende do tamanho do animal de
ensaio, ndo devendo exceder 1 ml/100 g de peso corporal, exceto no que respeita a solugdes aquosas, em que
pode ser administrado um méximo de 2 ml/100 g de peso corporal. A utiliza¢gdo de volumes maiores (caso seja
permitida pela legislacio no dominio do bem-estar dos animais) deve ser justificada. As varia¢des no volume de
ensaio devem ser minimizadas mediante o ajustamento da concentra¢io, de modo a assegurar um volume
constante em relacio ao peso corporal em todas as dosagens.

Observagdes

29. Os animais de ensaio devem ser sujeitos a exames clinicos gerais, registando-se os sinais clinicos observados
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 dos efeitos previstos apés a exposi¢do. Durante o periodo de exposicdo, devem observar-se todos os
animais pelo menos duas vezes por dia, para a detecio de sinais de morbilidade e mortalidade. Todos os
animais devem ser pesados no inicio do estudo e, pelo menos, uma vez por semana nos estudos com repeti¢io
de dose, bem como aquando da eutandsia. Pelo menos uma vez por semana, devem realizar-se medi¢des do
consumo de alimentos. Se o produto quimico em estudo for administrado através da dgua de beber, o consumo
desta deve ser medido em cada mudanca de dgua e, pelo menos, uma vez por semana. Os animais que exibam
indicadores ndo letais de toxicidade excessiva devem ser eutanasiados antes da conclusio do periodo de
ensaio (27).

Colheita e tratamento de tecidos

30. As fémeas sdo eutanasiadas na segunda metade da gravidez, no dia da gestacdo (GD) 13 no caso dos ratos e no
GD 14-15 no caso das ratazanas. Os Uteros s3o examinados para detecio de efeitos letais dominantes, a fim de
determinar o nimero de implantes, de embrides vivos e mortos e de corpos liteos.

31. Os cornos uterinos e os ovarios sio expostos para contagem dos corpos liteos e os fetos sio removidos,
contados e pesados. Os tteros devem ser examinados para detetar reabsor¢des ocultas por fetos vivos e para
garantir que todas as reabsorgdes sio enumeradas. E registada a mortalidade fetal. £ igualmente registado o
nimero de fémeas prenhes e o niimero total de implantacdes, as perdas antes da implantacio e a mortalidade
ap6s a implantacdo (incluindo as reabsor¢des precoces e tardias). Além disso, os fetos visiveis podem ser
conservados no fixador de Bouin durante, pelo menos, 2 semanas, apds o que sio examinados para detecio
de malformagdes externas graves (28), a fim de se obterem informagdes adicionais sobre os efeitos sobre a
reproducdo e o desenvolvimento do agente em estudo.
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DADOS E RELATORIOS
Tratamento dos resultados

32. Os resultados devem ser apresentados em quadros que indiquem o niimero de machos acasalados, o niimero de
fémeas prenhes e o nimero de fémeas ndo prenhes. Os resultados de cada acasalamento, incluindo a identidade
de cada macho e de cada fémea, sdo apresentados individualmente. Deve especificar-se, para cada fémea, o
intervalo de acasalamento, a dose dos machos tratados e o niimero de implantes vivos e implantes mortos.

33. As perdas apds a implantacio sdo calculadas determinando a propor¢do de implantes mortos no total de
implantes do grupo tratado, comparativamente com a propor¢io de implantes mortos no total de implantes no
grupo de controlo de veiculos/solventes.

34. As perdas antes da implantagio sdo calculadas como a diferenga entre o nimero de corpos liteos e o niimero
de implantes ou como a diminui¢gio do niimero médio de implantes por fémea em relagdo ao dos acasala-
mentos de controlo. Se forem avaliadas as perdas antes da implanta¢do, devem apresentar-se os resultados.

35. O fator de letalidade dominante é estimado do seguinte modo: (mortes ap6s a implantagdoftotal de implan-
tagdes por fémea) x 100.

36. Devem ser comunicados os dados relativos a toxicidade e aos sinais clinicos, em conformidade com o ponto 29.

Critérios de aceitabilidade

37. A aceitabilidade de um ensaio é determinada pelos critérios a seguir enunciados.

— O controlo negativo em paralelo estd de acordo com as normas publicadas para os dados histéricos de
controlo negativo, bem como com os dados histéricos de controlo do laboratério, se disponiveis (ver
pontos 10 e 18).

— Os controlos positivos realizados em paralelo induzem respostas coerentes com as normas publicadas
relativas a dados histéricos de controlo positivo ou com a base de dados histéricos de controlo positivo
do laboratério, se disponiveis, e produzem um aumento estatisticamente significativo em relagio ao con-
trolo negativo (ver pontos 17 e 18).

— Foi analisado um ndmero total adequado de implantes e de doses (ponto 20).
— Os critérios de selegdo da dose maxima sdo coerentes com os descritos nos pontos 24 e 27.

Avaliagdo e interpretacio dos resultados

38. Devem ser analisados pelo menos trés grupos tratados, de modo a proporcionar dados suficientes para uma
analise da resposta a dosagem.

39. Se forem cumpridos todos os critérios de aceitabilidade, o produto quimico em estudo é considerado inequi-
vocamente positivo se:

— pelo menos uma das doses de ensaio apresentar um aumento estatisticamente significativo em relagio ao
controlo negativo;

— o aumento, avaliado com um ensaio adequado, estiver relacionado com a dose em, pelo menos, uma
condi¢do experimental (por exemplo, um intervalo de acasalamento semanal);

— nenhum dos resultados estiver fora da gama aceitdvel de dados de controlo negativo ou da distribui¢io dos
dados histdricos de controlo negativo do laboratério (por exemplo, limites de controlo de 95 % com base
numa distribuicio de Poisson), se disponivel.
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Nesse caso, o produto quimico em estudo é considerado passivel de induzir mutagdes letais dominantes em
células germinais dos animais de ensaio. O ponto 44 contém recomendagdes sobre os métodos estatisticos mais
adequados; as referéncias bibliograficas (20) (21) (22) (24) (29) contém outras recomendacdes sobre abordagens
estatisticas. Nos testes estatisticos utilizados, um animal deve considerar-se a unidade experimental.

40. Se forem cumpridos todos os critérios de aceitabilidade, o produto quimico em estudo é considerado inequi-
vocamente negativo se:

— nenhuma das doses de ensaio apresentar um aumento estatisticamente significativo em relagio ao controlo
negativo;

— ndo se observar qualquer aumento relacionado com a doses em nenhuma condi¢io experimental;

— todos os resultados estiverem dentro da gama aceitdvel de dados de controlo negativo ou dos dados
histéricos de controlo negativo do laboratério (por exemplo, limites de controlo de 95 % com base
numa distribuicio de Poisson), se disponiveis.

Nesse caso, o produto quimico em estudo ndo é considerado passivel de induzir mutacdes letais dominantes em
células germinais dos animais de ensaio.

41. As respostas inequivocamente positivas ou inequivocamente negativas nio carecem de confirmagio.

42. Se a resposta ndo for inequivocamente negativa nem positiva, e a fim de contribuir para o estabelecimento da
relevancia bioldgica de um resultado (por exemplo, um aumento ténue ou no limite), os dados devem ser
avaliados por peritos efou através de estudos complementares que utilizem os dados experimentais existentes,
para determinar, nomeadamente, se o resultado positivo estd fora da gama aceitdvel de dados de controlo
negativo ou dos dados histéricos de controlo negativo do laboratério (30).

43. Em casos raros, mesmo apos estudos complementares, os dados obtidos ndo permitem concluir um resultado
positivo ou negativo, pelo que se considera que o resultado é ambiguo.

44. Os testes estatisticos utilizados devem considerar o animal macho como a unidade experimental. Embora seja
possivel que os dados relativos a contagem (por exemplo, o nimero de implantes por fémea) possam ser objeto
de uma distribuicdo de Poisson efou certas propor¢des (p. ex., propor¢do de implantes mortos) possam ser
distribuidas de forma binomial, ¢ muito frequente os dados encontrarem-se dispersos (31). Por conseguinte, a
andlise estatistica deve comecar por efetuar um teste de sobredispersdo/subdispersdo com recurso a testes de
varidncia, como o teste de variancia binomial de Cochran (32) ou o teste C(a) de Tarone para a sobredispersio
binomial (31) (33). Se ndo for detetada qualquer desvio em relagdo a dispersdo binomial, as tendéncias das
propor¢des das dosagens podem ser testadas utilizando o teste de tendéncia de Cochran-Armitage (34) e a
comparacdo entre pares com o grupo de controlo pode ser testada com o teste exato de Fisher (35). Do mesmo
modo, se se detetar qualquer desvio em relagio a dispersdo de Poisson, as tendéncias das contagens podem ser
testadas utilizando o teste de regressdo de Poisson (36) e as comparagdes par a par com o grupo de controlo
podem ser testadas no contexto do modelo de Poisson, utilizando contrastes par a par (36). Se for detetada
sobredispersdo ou subdispersdo significativa, recomenda-se a utilizagio de métodos ndo paramétricos (23) (31).
Estes métodos incluem testes de base, como o teste de tendéncias de Jonckheere-Terpstra (37) e o teste de
Mann-Whitney (38) para comparagdes par a par com o grupo de controlo de veiculos/solventes, bem como
testes de permutacdo, reamostragem ou bootstrap para tendéncias e comparagdes par a par com o grupo de
controlo (31) (39).

45. Um ensaio de DL positivo fornece provas da genotoxicidade do produto quimico em estudo nas células
germinais do macho tratado da espécie de ensaio.

46. A averiguacdo do facto de os valores observados estarem dentro ou fora da faixa de controlo histérico pode
fornecer orienta¢des para a avaliagdo da significancia bioldgica da resposta (40).
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Relatério de ensaio

47. O relatério de ensaio deve incluir as seguintes informagdes:

Sintese.

Produto quimico em estudo:

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

— estabilidade, se conhecida;

— solubilidade e estabilidade no solvente, se conhecidas;

— medi¢gdo do pH, da pressio osmotica e da quantidade de precipitado no meio de cultura ao qual foi
adicionado o produto quimico em estudo, consoante o caso.

Substancia monocomponente:

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

— dados de identificacio quimica, como as denominagdes IUPAC ou CAS, niimero CAS, cédigo SMILES ou
InChl, féormula estrutural, pureza, identidade quimica de impurezas, caso se justifique e seja exequivel, etc.

Substancia multicomponentes, UVCB e misturas:

— caracterizada, na medida do possivel, pela identidade quimica (ver acima), pela ocorréncia quantitativa e
pelas principais propriedades fisico-quimicas dos componentes.

Preparagdo do produto quimico em estudo:

— justificagdo da escolha do veiculo;

— solubilidade e estabilidade do produto quimico em estudo no solvente/veiculo, se conhecidas;

— preparacdo de férmulas alimentares, na dgua de beber ou inalaveis;

— determinagdes analiticas (eventualmente) realizadas a essas formulas (por exemplo: estabilidade, homoge-
neidade, concentra¢des nominais).

Animais utilizados no ensaio:

— espéciefestirpe utilizada e justificagdo da escolha;

— ndmero, idade e sexo dos animais;



L 247/36 Jornal Oficial da Unido Europeia 26.9.2019

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

— método de identificacio univoca dos animais;

— para estudos de curta duragdo: peso individual dos animais machos no inicio e no final do teste; para
estudos de duragdo superior a uma semana: os pesos durante o estudo e o consumo alimentar. Deve incluir-
-se, relativamente a cada grupo, a gama de pesos corporais, com a respetiva média e o desvio-padrio.

Condicdes de realizacdo do ensaio:

— controlos positivos e negativos (veiculo/solvente);

— dados do estudo de determinagdo da gama de dosagem;

— fundamentac¢io da escolha das doses;

— detalhes da preparacio do produto quimico em estudo;

— elementos relativos a administragdo do produto quimico em estudo;

— justificagdo da via de administragdo escolhida;

— métodos de medigdo da toxicidade para os animais, incluindo, sempre que disponiveis, andlises histopato-
légicas ou hematoldgicas e a frequéncia com que foram realizadas observacdes dos animais e dos respetivos
pesos corporais;

— 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 de beber (ppm) e do consumo, se aplicavel;

— elementos relativos a qualidade dos alimentos e da dgua;

— elementos relativos ao enriquecimento ambiental da gaiola;

— descri¢do detalhada da exposicdo e do programa de colheita de amostras e justificagio das escolhas feitas;

— método de analgesia;

— método de eutandsia;

— procedimentos para o isolamento e a preservagdo de tecidos;

— proveniéncia e nameros de lote de todos os kits e reagentes (quando aplicével);
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— métodos de enumeracio de DL;

— calenddrio de acasalamento;

— métodos utilizados para comprovar o acasalamento;

— momento da eutandsia;

— critérios para a contagem dos efeitos de DL incluindo os corpos ldteos, as implantagdes, as reabsor¢des as
perdas antes da implantagdo, os implantes vivos e os implantes mortos.

Resultados:

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

— peso corporal dos machos durante o tratamento e os periodos de acasalamento;

— ntimero de fémeas acasaladas;

— relagdo dose-resposta, se possivel;

— dados histéricos e simultineos sobre o controlo negativo, com as respectivas gama, valor médio e desvio-
-padrio;

— dados sobre o controlo positivo simultaneo;

— dados apresentados em quadro para cada mde, incluindo: nimero de corpos liteos por mie, nimero de
implantagdes por mée, niimero de reabsor¢des e de perdas antes da implantagdo, nimero de implantes vivos
por mie, numero de implantes mortos por mie, peso dos fetos;

— os dados supramencionados relativamente a cada periodo de acasalamento e a cada dose, com frequéncias
de DL;

— métodos estatisticos utilizados e andlises estatisticas efetuadas.

Discussdo dos resultados.

Conclusdo.
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Apéndice 1

DEFINICOES

Corpo lateo: estrutura secretora de hormonas que se forma no ovério, num foliculo que libertou um évulo. O niimero de
corpos ldteos nos ovarios corresponde ao niimero de dvulos libertados.

Intervalo de acasalamento: periodo transcorrido entre o final da exposi¢io e o acasalamento dos machos tratados. Através
do controlo deste intervalo é possivel avaliar os efeitos quimicos nos diferentes tipos de células germinais. Nos ratos que
acasalam durante a 1.5, 2.2 3% 42 5% 6.2 7.2 e 8.% semanas apds o final da exposi¢do, mede os efeitos nos esperma-
tozoides, espermatidios condensados, espermatidios redondos, espermatdcitos paquitenos, espermaticitos precoces, es-
permatogénias diferenciadas, espermatogénias diferenciadoras, e células espermatogénias estaminais.

Mutacio letal dominante: mutacdo que ocorre numa célula germinal ou se fixa ap6s a fertilizagdo e que provoca a morte
do embrido ou do feto.

Perdas antes da implantagdo: diferenca entre o niimero de implantes e o niimero de corpos liiteos. As perdas antes da
implantagdo podem ser estimadas comparando o niimero total de implantes por fémea no grupo tratado e no grupo de
controlo.

Perdas ap6s a implantacdo: propor¢io de implantes mortos no grupo tratado comparativamente com a propor¢io de
implantes mortos no total dos implantes no grupo de controlo.

Produto quimico: uma substancia ou mistura

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

Taxa de fecundidade: relagdo entre o niimero de fémeas que acasalaram e engravidaram e o nimero de fémeas que
acasalaram.

UVCB: substincias quimicas de composi¢do desconhecida ou varidvel, produtos de reacdo complexos e materiais biol6-
gicos.
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Apéndice 2

OPORTUNIDADE DA ESPERMATOGENESE NOS MAMIFEROS

Rato [ ‘ 14
Ratazana 10,5 ‘
Danos 19
humanos
Células Espermatogonias Espermatocitos Espermatidios no epididimo/nos
astaminais  diferenciadoras (pré- [meidticos) (pds-meidticos) testiculos
meidticas)

Fig.1: Comparacio da duragdo (dias) do desenvolvimento de células germinais masculinas em ratos, ratazanas e seres
humanos. A reparagio do ADN ndo ocorre durante os periodos indicados pelo sombreado.

E apresentado um esquema de espermatogénese nos ratos, ratazanas e seres humanos (extraido de Adler, 1996). As
espermatogoénias indiferenciadas incluem: espermatogénia A-simples, A-emparelhada e A-alinhada (Hess e de Franca,
2008). As A-simples sio consideradas as verdadeiras células estaminais; portanto, para avaliar os efeitos nas células
estaminais, devem transcorrer pelo menos 49 dias (no rato) entre a dltima inje¢do do produto quimico em estudo e o
acasalamento.
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(4) Na parte B, o capitulo B.23 passa a ter a seguinte redagdo:

«B.23 ENSAIO DE ABERRACOES CROMOSSOMICAS EM ESPERMATOGONIAS DE MAMIFERO
INTRODUCAO

1. O presente método de ensaio é equivalente a Test Guideline 483 (2016) da OCDE. Os métodos de ensaio sio
revistos periodicamente a luz do progresso cientifico, das necessidades normativas em evolucdo e de conside-
ragdes de bem-estar animal. A presente versdo alterada do método de ensaio reflete muitos anos de experiéncia
com este ensaio e o potencial de integracio ou de combinacio deste ensaio com outros estudos de toxicidade
ou genotoxicidade. A combinagdo de estudos de toxicidade tem potencial para reduzir o ndmero de animais
utilizados em ensaios de toxicidade. O presente método faz parte de uma série de métodos de ensaio no
dominio da toxicologia genética. Estd disponivel um documento da OCDE que fornece informacdes sucintas
sobre ensaios de toxicologia genética e resume as alteracdes recentemente introduzidas nas orientagdes da
OCDE neste dominio (1).

2. O objetivo do ensaio in vivo de aberragdes cromossémicas em espermatogénias de mamifero consiste em
identificar os produtos quimicos que causam aberra¢des cromossémicas estruturais nas células espermatogénias
de mamiferos (2) (3) (4). Além disso, o presente ensaio é relevante para a avaliacio da genotoxicidade,
porquanto, embora possam variar consoante as espécies, os fatores do metabolismo in vivo, da farmacocinética
e dos processos de reparagio do ADN estdo ativos e contribuem para a resposta. O método do presente ensaio
ndo foi concebido para medir aberragdes numéricas e ndo é normalmente utilizado para esse efeito.

3. O presente ensaio mede aberra¢des cromossOmicas estruturais (tanto cromossémicas como cromatidicas) na
divisdo das células germinais espermatogénias e, por conseguinte, pressupde-se que tenha um cariter de
previsdo da indugdo de mutagBes hereditdrias nas células germinais.

4. Os termos-chave encontram-se definidos no apéndice.

CONSIDERACOES INICIAIS

5. O presente ensaio utiliza normalmente roedores mas, em alguns casos, podem ser adequadas outras espécies,
mediante justificacdo cientifica. As preparacdes citogenéticas normais dos ensaios com roedores geram meté-
fases mitdticas (espermatogénias) e meidticas (espermatdcitos). As metifases mitdticas e meidticas sdo identi-
ficadas com base na morfologia dos cromossomas (4). O ensaio citogenético in vivo deteta aberragdes cromos-
sOmicas estruturais nas mitoses espermatogénias. O presente método de ensaio visa outros tipos de células.

6. Para detetar aberrages cromatidicas em células espermatogonias deve examinar-se a primeira divisdo mitética
da célula apds a exposicdo, antes de estas aberragdes se converterem em aberra¢des cromossémicas nas divisdes
celulares subsequentes. Podem obter-se informacdes adicionais sobre os espermatdcitos expostos através da
andlise cromossémica dos cromossomas meidticos para detecio de aberracdes cromossémicas estruturais nas
metéafases [ e II da diacinese.

7. Nos testiculos estio presentes vdrias geragdes de espermatogénias (5), e estes diferentes tipos de células
germinais podem ter diferentes sensibilidades ao tratamento quimico. Logo, as aberra¢des detetadas representam
uma resposta agregada das vdrias populacdes de células espermatogbnias expostas. A maioria das células
mitéticas nos preparativos do testiculo sdo espermatogé6nias de tipo B, que tém um ciclo celular de aproxima-
damente 26 horas (3).

8. O presente ensaio ndo ¢ apropriado caso existam provas de que o produto quimico em estudo ou ofs) seu(s)
metabolito(s) ndo atingem o testiculo.
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10.

11.

12.

13.

14.

PRINCIPIO DO METODO DE ENSAIO

Por norma, os animais sio expostos ao produto quimico em estudo através de um modo de exposicio
apropriado. Ao cabo de um periodo pds-exposicdo adequado, sdo eutanasiados. Antes da eutandsia, os animais
sdo tratados com um agente fixador da metéfase (por exemplo, colquicina ou Colcemid®). Seguidamente, sdo
feitas preparagbes de cromossomas a partir das células germinais e, apds serem coradas, as células em metafase
sdo analisadas para detecio de aberragdes cromossdmicas.

VERIFICACAO DA COMPETENCIA DO LABORATORIO

A competéncia para este ensaio deve ser estabelecida mediante a demonstragdo da capacidade de reproduzir os
resultados esperados em termos de frequéncias estruturais de aberragdes cromossOmicas em espermatogénias
com substancias de controlo positivo (incluindo respostas fracas), como as enumeradas no quadro 1, e a
obtengdo de frequéncias de controlo negativo coerentes com a gama aceitdvel de dados de controlo constantes
da literatura publicada — p. ex.: (2) (3) (6) (7) (8) (9) (10) — ou com a distribuicio do controlo histérico do
laboratério, se disponivel.

DESCRICAO DO METODO
Preparacgoes

Selecio de espécies animais

Devem ser utilizados animais adultos, jovens e saudaveis das espécies de laboratério mais comuns. Sdo
normalmente utilizados ratos machos; no entanto, os machos de outras espécies de mamiferos adequadas
podem ser utilizados quando cientificamente justificado e para permitir que o ensaio seja realizado em con-
jungdo com outro método de ensaio. A justificagdo cientifica para a utilizacdo de outras espécies que ndo
roedores deve constar do relatorio.

Condigdes de alojamento e de alimentagdo dos animais

No caso dos roedores, a temperatura do biotério deve ser de 22 °C (£3 °C). Embora a humidade relativa ideal
seja de 50-60 %, na pratica pode descer a 40 %, ndo devendo exceder 70 %, exceto durante a lavagem do
biotério. A iluminacio deve ser artificial, com uma alternincia de 12 horas de luz e 12 horas de obscuridade.
Para a alimentacdo, podem ser usadas dietas convencionais de laboratério, com acesso ilimitado a dgua potével.
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 alojados em pequenos grupos (ndo
mais de cinco por gaiola), caso ndo se prevejam comportamentos agressivos, de preferéncia em gaiolas sélidas
com um enriquecimento ambiental adequado. Os animais podem ser alojados individualmente se tal se justificar
do ponto de vista cientifico.

Preparagdo dos animais

Utilizam-se geralmente animais machos jovens adultos (8-12 semanas de idade no inicio do tratamento),
distribuidos aleatoriamente pelos grupos de controlo e de tratamento. Os animais sdo identificados de forma
univoca, utilizando um método que ndo cause sofrimento e seja o menos invasivo possivel (por exemplo: (p.
ex., anilhagem, marcagdo, microchip ou identificagdo biométrica, mas ndo entalhe de orelhas nem amputagio de
falanges), e sdo aclimatados as condi¢des de laboratério durante, pelo menos, cinco dias. As gaiolas devem estar
dispostas de forma a minimizar possiveis efeitos derivados do seu posicionamento. Deve evitar-se a contami-
nagdo cruzada pelo controlo positivo e pelo produto quimico em estudo. No inicio do estudo, a variagio entre
os pesos individuais dos animais deve ser minima, ndo devendo excedert20 %.

Preparagdo das doses

Os produtos quimicos em estudo na forma sélida devem ser dissolvidos ou suspensos em solventes ou veiculos
adequados, ou misturados na dieta ou na dgua potdvel antes da administragdo aos animais. Os produtos
quimicos em estudo no estado liquido podem ser adicionados diretamente aos sistemas em estudo efou diluidos
antes da administragdo. No caso das exposi¢des por inalagdo, os produtos quimicos em estudo podem ser
administrados sob a forma de gds, vapor ou aerossol sdlido/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.
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Condigdes de ensaio — solvente/veiculo

15. O solvente/veiculo ndo deve produzir efeitos toxicos nas doses utilizadas nem reagir quimicamente com o
produto quimico em estudo. A eventual utilizacdo de solventes/veiculos menos habituais deve ser fundamentada
por dados de referéncia que indiquem a sua compatibilidade. Recomenda-se, sempre que possivel, a utiliza¢do
prioritdria de solventes/veiculos aquosos. A dgua, o soro fisioldgico, uma solugdo de metilcelulose, uma solucio
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 cromossémica ou outros
efeitos deletérios, deve realizar-se um ensaio preliminar destinado a estabelecer a aceitabilidade do controlo do
solvente ou veiculo.

Amostras de controlo positivo

16. Devem utilizar-se sempre animais de controlo positivo em paralelo, a menos que o laboratério tenha demons-
trado competéncia na realizacio do ensaio e o tenha utilizado com regularidade no passado recente (nos
ultimos 5 anos, por exemplo). Se ndo for incluido um grupo de controlo positivo paralelo, cada experiéncia
deve compreender controlos de contagem (laminas fixas e ndo coradas). Estes podem ser realizados mediante a
inclusdo, no estudo, de amostras de referéncia adequadas obtidas e armazenadas a partir de um controlo
positivo separado, efetuado a intervalos regulares (p. ex., a cada 6-18 meses), no laboratério em que o ensaio
é realizado: por exemplo, em testes de competéncia e, subsequentemente, de uma forma regular, se necessério.

17. As substincias de controlo positivo devem produzir, com fiabilidade, um aumento detetdvel na frequéncia de
células com aberragdes cromossémicas estruturais em relacdo ao nivel de ocorréncia espontanea. A dose de
controlo positiva a administrar deve ser escolhida de modo a que os seus efeitos sejam claros, mas também a
que as amostras codificadas ndo sejam imediatamente identificadas pelo operador que procede as leituras. O
quadro 1 apresenta exemplos de substincias de controlo positivas.

Quadro 1

Exemplos de substincias de controlo positivas

Substéincias [N.° CAS] (referéncia n.°)

Ciclofosfamida mono-hidratada [n.° CAS 50-18-0 (n.° CAS 6055-19-2)] (9)

Ciclo-hexilamina [n.° CAS 108-91-8] (7)

Mitomicina C [n.° CAS 50-07-7] (6)

Acrilamida monémera [n.° CAS 79-06-1] (10)

Trietilenomelamina [n.° CAS 51-18-3] (8)

Controlos negativos

18. Cada amostragem deve incluir animais de controlo negativo, tratados apenas com solvente ou veiculo e, em
todos os outros aspetos, da mesma forma que os grupos de tratamento. Na auséncia de dados de controlo
histéricos ou publicados que demonstrem que o solvente/veiculo escolhido ndo induz aberra¢des cromossémi-
cas ou outros efeitos deletérios, todas as amostragens devem incluir igualmente animais de controlo sem
tratamento, de modo a estabelecer a aceitabilidade do controlo do veiculo.
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PROCEDIMENTO
Nimero de animais

19. No inicio do estudo, as dimensdes dos grupos devem ser estabelecidas de forma a assegurar um minimo de 5
machos por grupo. Este nimero de animais por grupo é considerado suficiente para assegurar uma represen-
tatividade estatistica adequada (isto é, permite, em geral, detetar pelo menos uma duplicagdo da frequéncia das
aberragdes cromossomicas com um nivel de controlo negativo de 1,0 % ou superior, com uma probabilidade de
80 % a um nivel de significancia de 0,05) (3) (11). A titulo de orientacdo, um estudo realizado com dois tempos
de amostragem, trés grupos de doses e um grupo de controlo negativo em paralelo, além de um grupo de
controlo positivo (cada um com cinco animais), requer 45 animais.

Programa de exposi¢io

20. Os produtos quimicos em estudo sio geralmente administrados uma vez (ou seja, num tnico tratamento);
podem ser utilizados outros regimes de dosagem, desde que cientificamente justificados.

21. No grupo exposto a dose mais elevada sdo realizadas duas amostragens apés a exposi¢do. Dado que o tempo
necessdrio para a absor¢do e metabolizagdo do(s) produto(s) quimico(s) em estudo, bem como o efeito deste(s)
na cinética do ciclo celular, pode afetar 0 momento 6timo para a dete¢io de uma eventual aberragio cromos-
somica, recomenda-se a colheita de uma segunda amostra 24 horas apés a primeira. Para as doses que ndo a
dose mais elevada, deve prever-se uma amostragem precoce de 24 horas (inferior ou igual a dura¢do do ciclo
celular das espermatogénias B, de modo a otimizar a probabilidade de contagem das primeiras metafases pds-
-tratamento) apds o tratamento, a menos que se saiba que outro intervalo de amostragem é mais adequado e
justificado.

22. Podem ser utilizados outros tempos de amostragem. Por exemplo, no caso de produtos quimicos que induzam
efeitos independentes do fator S, pode ser adequado efetuar amostragens mais precoces (ou seja, menos de 24
horas).

23. O tratamento pode repetir as doses, nomeadamente em conjungdo com um ensaio relativo a outros parimetros
que preveja um periodo de administragdo de 28 dias (por exemplo, método de ensaio B.58); no entanto, serdo
necessarios outros grupos de animais para ter em conta os diferentes tempos de amostragem. A adequagdo de
tal calenddrio tem de ser justificada cientificamente, numa base casuistica.

24. Antes da eutandsia, os animais sio injetados intraperitonealmente com uma dose apropriada de um produto
quimico de fixacdo da metéfase (por exemplo, colquicina ou Colcemid®). As amostras sdo colhidas a intervalos
regulares a partir desse momento. No caso dos ratos e ratazanas, este intervalo é de, aproximadamente, 3 a 5
horas.

Niveis de dosagem

25. Se, por ndo existirem dados adequados disponiveis que possam servir de orientagdo na escolha das doses, for
realizado um estudo exploratério da gama de dosagens a administrar, este deve ser realizado no mesmo
laboratério, utilizando a mesma espécie, a mesma estirpe e 0 mesmo regime de exposicdo a utilizar no estudo
principal, de acordo com recomendagdes para a realizagio de estudos exploratérios de determinagdo da gama
de dosagens (12). O estudo deve ter por objetivo identificar a dose méaxima tolerdvel (DMT), definida como a
dose que, durante o periodo de ensaio, produz efeitos ligeiramente téxicos (por exemplo, comportamentos ou
reagdes anormais, ligeira reducdo do peso corporal ou citotoxicidade do sistema hematopoiético), mas néo a
morte ou sinais de dor, sofrimento ou tensdo que obriguem a eutandsia dos animais (13).

26. A dose mais elevada pode igualmente ser definida como uma dose que produz algumas indica¢des de toxicidade
nas espermatogénias (por exemplo, redugdo da taxa de mitose das espermatogénias na primeira e segunda
metéfases meidticas; essa redugdo ndo deve ser superior a 50 %.
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27. Os produtos quimicos em estudo com atividade bioldgica especifica em doses baixas ndo toxicas (como
hormonas e agentes mitogénicos) e os produtos quimicos que apresentem satura¢io de propriedades toxico-
cinéticas podem ser excegBes aos critérios de definicio da dosagem e devem ser avaliados caso a caso.

28. Um estudo completo que vise obter informagdo sobre a resposta as doses deve incluir um grupo de controlo
negativo (ponto 18) e, no minimo, trés niveis de dosagem, separados por um fator que, em geral, é 2 e ndo
pode ser superior a 4. Se o produto quimico em estudo ndo produzir efeitos téxicos num estudo de avaliagio
da gama de dosagens 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 gerar toxicidade, a dose
mdxima administrada deve ser a DMT e as dosagens utilizadas devem, de preferéncia, abranger uma gama
compreendida entre a dose médxima e uma dose de toxicidade baixa ou nula. Caso se observe toxicidade no
tecido-alvo (testiculos) em todas as dosagens ensaiadas, recomenda-se a realizagio de um estudo complementar
com doses ndo téxicas. 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 especi-
ficas. Se o produto quimico em estudo produzir toxicidade, deve selecionar-se a dose-limite e duas doses
inferiores (conforme descrito supra). A dose-limite para um periodo de administragdo igual ou superior a 14
dias é de 1 000 mg/kg de peso corporal/dia e, para um periodo de administragio inferior a 14 dias, a dose-
-limite é de 2 000 mg/kg de peso corporal/dia.

Administracio das doses

29. Na concegdo de um ensaio, deve ter-se em mente a via prevista de exposicdo humana. Por conseguinte, desde
que devidamente justificadas, podem escolher-se vias de exposicio como a alimentagio, a dgua de beber, as vias
topica, subcutinea ou intravenosa, a via oral (por gavagem), a via inalatéria ou o recurso a implantes. A via
escolhida deve garantir a exposi¢do adequada do tecido-alvo. Em geral, a injegdo intraperitoneal ndo é reco-
mendada — a menos que se justifique cientificamente —, uma vez que ndo ¢ uma via fisiologicamente relevante
de exposi¢do humana. Se o produto quimico em estudo for misturado na alimentagio ou na dgua de beber,
especialmente no caso de dose Gnica, deve prever-se um intervalo suficiente entre a ingestdo dos alimentos ou
da dgua e a amostragem, de modo a que os efeitos possam ser detetados (ver ponto 33). O volume mdximo de
liquido que pode ser administrado de uma s6 vez por gavagem ou inje¢do depende do tamanho do animal de
ensaio, ndo devendo exceder 1 ml/100 g de peso corporal, exceto no que respeita a solugdes aquosas, em que
pode ser administrado um méximo de 2 ml/100 g de peso corporal. Deve justificar-se a utilizacdo de volumes
maiores (se permitida pela legislagio no dominio do bem-estar dos animais). As variagdes no volume de ensaio
devem ser minimizadas mediante o ajustamento da concentragio, de modo a assegurar um volume constante
em relacdo ao peso corporal em todas as dosagens.

Observacdes

30. Os animais de ensaio devem ser sujeitos a exames clinicos gerais, registando-se, pelo menos, uma vez por dia,
de preferéncia a(s) mesma(s) hora(s), os sinais clinicos observados, tendo em conta o periodo de pico dos efeitos
previstos apds a exposicio. Pelo menos duas vezes por dia, todos os animais devem ser observados para a
detecdo de sinais de morbilidade e mortalidade. Todos os animais devem ser pesados no inicio do estudo, bem
como, pelo menos, uma vez por semana (em estudos com doses repetidas) e no momento da eutandsia. 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 em cada mudanca de dgua e, pelo menos, uma vez por semana. Os animais que exibam
indicadores ndo letais de toxicidade excessiva devem ser eutanasiados antes da conclusio do perfodo de
ensaio (13).

Preparacio dos cromossomas

31. Imediatamente apds a eutandsia, devem ser preparadas suspensdes de células germinais, de um ou de ambos os
testiculos, que serdo seguidamente expostas a uma solugdo hipotonica e fixadas, de acordo com protocolos
estabelecidos — por exemplo, (2) (14) (15). As células sio depois espalhadas em ldminas e coradas (16) (17).
Todas as laminas devem ser codificadas, para que o operador que procede as leituras ndo tenha acesso a sua
identidade.

Anilise

32. Devem ser contabilizadas pelo menos 200 metdfases com uma boa reparticio para cada animal (3) (11). Se a
frequéncia de controlo negativo historico for < 1 %, devem ser contabilizadas mais de 200 célulasfanimal para
aumentar a representatividade estatistica (3). Devem ser utilizados métodos de coloracdo que permitam iden-
tificar o centrémero.
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33. As aberragdes cromossomicas e cromatidicas devem ser registadas separadamente e classificadas em subtipos
(quebras, intercimbios). Importa registar as lacunas, que ndo devem ser tidas em conta, para determinar se um
produto quimico induz um aumento significativo da incidéncia de células com aberra¢des cromossémicas. Os
procedimentos em laboratério devem garantir que a andlise das aberra¢des cromossémicas ¢ efetuada por
operadores com formagio adequada. Dado que os procedimentos de preparacio de ldminas resultam frequen-
temente na rotura de uma determinada propor¢do de células em metédfase, com perda de cromossomas, as
células contabilizadas devem, portanto, conter um niimero de centrémeros ndo inferior a 2 n +2, em que n é o
nimero de cromossomas haploides na espécie em causa.

34. Embora o objetivo do ensaio seja a detecdo de aberragdes cromossémicas estruturais, ¢ importante registar as
frequéncias de células poliploides e células com cromossomas endorreduplicados, caso ocorram (ver o
ponto 44).

DADOS E RELATORIOS
Tratamento dos resultados

35. Os dados relativos a cada animal devem ser apresentados num quadro. Também para cada animal, devem
verificar-se o ndmero de células com aberragdes cromossdmicas estruturais e o nimero de aberragdes cromos-
somicas por célula. As aberragdes cromatidicas e cromossémicas, classificadas em subtipos (quebras, intercam-
bios), devem ser enumeradas separadamente, com os respetivos nimeros e frequéncias, para os grupos expe-
rimentais e os grupos de controlo. As lacunas s3o registadas separadamente. A frequéncia das lacunas ¢ incluida
no relatorio, mas, em geral, ndo ¢ tida em conta na andlise da frequéncia total das aberracdes cromossémicas
estruturais. Devem registar-se as percentagens de poliploidia e de células com cromossomas endorreduplicadas,
sempre que ocorram.

36. Devem comunicar-se os dados relativos a toxicidade e aos sinais clinicos, em conformidade com o ponto 30.

Critérios de aceitabilidade

37. A aceitabilidade de um ensaio é determinada pelos seguintes critérios:

— O controlo negativo em paralelo estd em sintonia com as normas publicadas relativas a dados histéricos de
controlo negativo — segundo as quais a percentagem prevista de células com aberragdes cromossémicas
deverd ser, em geral, >0% e < 1,5% —, bem como com dados histéricos de controlo do laboratério, se
disponiveis (ver pontos 10 e 18).

— Os controlos positivos realizados em paralelo induzem respostas coerentes com as normas publicadas
relativas a dados histéricos de controlo positivo ou com base de dados histéricos de controlo positivo
do laboratério, se disponiveis, e produzem um aumento estatisticamente significativo em rela¢gio ao con-
trolo negativo (ver pontos 17 e 18).

— Analisaram-se nimeros adequados de células e doses (ver pontos 28 e 32).

— Os critérios de sele¢do da dose maxima sdo coerentes com os descritos nos pontos 25 e 26.

38. Se, para além das mitoses, também se observarem meioses, a relagio entre o nimero de mitoses e de metafases
I ou II das espermatogdnias deve ser determinada num total de 100 células em divisdo por animal, para
medi¢do da citotoxicidade em todos os animais tratados e do controlo negativo. Se apenas se observarem
mitoses, o indice mitético deve ser calculado utilizando pelo menos 1 000 células de cada animal.

Avaliagio e interpretacio dos resultados

39. Devem analisar-se, pelo menos, trés grupos tratados, de modo a proporcionar dados suficientes para uma
andlise da resposta a dosagem.
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40. Caso sejam cumpridos todos os critérios de aceitabilidade, o produto quimico em estudo é considerado
inequivocamente positivo se:

— pelo menos, uma das doses de ensaio apresentar um aumento estatisticamente significativo em relacdo ao
controlo negativo;

— o aumento estiver relacionado com a dose em, pelo menos, um momento de amostragem;

— nenhum dos resultados estiver fora da gama aceitdvel de dados de controlo negativo ou da distribui¢io dos
dados histéricos de controlo negativo do laboratério (por exemplo, limites de controlo de 95 % com base
numa distribui¢do de Poisson), caso existam.

Nesse caso, o produto quimico em estudo é considerado passivel de induzir aberracbes cromossémicas em
células espermatogénias dos animais de ensaio. As referéncias bibliograficas (11) e (18) contém recomendagdes
sobre os métodos estatisticos mais adequados. Os testes estatisticos utilizados devem considerar o animal a
unidade experimental.

41. Caso sejam cumpridos todos os critérios de aceitabilidade, o produto quimico em estudo é considerado
inequivocamente negativo se:

— nenhuma das doses de ensaio apresentar um aumento estatisticamente significativo em relagdo ao controlo
negativo;

— nido se observar qualquer aumento relacionado com a dose em nenhuma condigdo experimental;

— todos os resultados estiverem dentro da gama aceitdvel de dados de controlo negativo ou dos dados
histéricos de controlo negativo do laboratério (por exemplo, limites de controlo de 95 % com base
numa distribui¢do de Poisson), caso existam.

Nesse caso, o produto quimico em estudo ndo é considerado passivel de induzir aberragdes cromossdmicas nas
células espermatogénias dos animais sujeitos ao ensaio. As referéncias bibliograficas (11) e (18) contém
recomendagdes sobre os métodos estatisticos mais adequados. Um resultado negativo ndo exclui a possibilidade
de o produto quimico induzir aberracdes cromossoémicas em fases de desenvolvimento posteriores nio estu-
dadas, ou mutagdes genéticas.

42. As respostas inequivocamente positivas ou inequivocamente negativas ndo carecem de confirmacio.

43. Se a resposta ndo for inequivocamente negativa ou positiva, e a fim de contribuir para o estabelecimento da
adequacdo bioldgica de um resultado (por exemplo, um aumento ténue ou no limite), os dados devem ser
avaliados por pareceres de peritos efou estudos complementares que utilizem os dados experimentais existentes,
nomeadamente para determinar se o resultado positivo estd fora da gama aceitavel de dados de controlo
negativo ou dos dados histéricos de controlo negativo do laboratério (19).

44. Em casos raros, mesmo apés estudos complementares, os dados obtidos ndo permitem concluir se um resultado
é positivo ou negativo, pelo que se considera inconclusivo.

45. Um aumento do niimero de células poliploides pode indicar que o produto quimico em estudo apresenta
potencial de inibicdo da mitose e de indugdo de aberragdes cromossémicas numéricas (20). Um aumento do
nimero de células com cromossomas endorreduplicados pode indicar que o produto quimico em estudo
apresenta potencial de inibicdo dos progressos do ciclo celular (21) (22), o que constitui um mecanismo de
inducdo de mudangas cromossémicas numéricas diferente da inibicio dos processos mitdticos (ver ponto 2).
Por conseguinte, deve registar-se separadamente a incidéncia de células poliploides e de células com cromos-
somas endorreduplicados.
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Relatério de ensaio

46. O relatério de ensaio deve conter as seguintes informagdes:

Sintese.

Produto quimico em estudo:

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

— estabilidade, se conhecida;

— solubilidade e estabilidade no solvente, se conhecidas;

— medi¢do do pH, da pressio osmética e da quantidade de precipitado no meio de cultura ao qual foi
adicionado o produto quimico em estudo, consoante o caso.

Substdncia monocomponente:

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

— dados de identificagdo quimica, como: denominagdes IUPAC ou CAS, nimero CAS, cédigo SMILES ou
InChl, féormula estrutural, pureza, identidade quimica de impurezas, caso se justifique e seja exequivel, etc.

Substdncia multicomponentes, UVCB e misturas:

— caracterizada, na medida do possivel, pela identidade quimica (ver acima), pela ocorréncia quantitativa e
pelas principais propriedades fisico-quimicas dos componentes.

Preparagdo do produto quimico em estudo:

— justificagdo da escolha do veiculo;

— solubilidade e estabilidade do produto quimico em estudo no solvente/veiculo.

— preparacdo de férmulas alimentares, na dgua de beber ou inaldveis;

— determinagdes analiticas com essas féormulas (p. ex., estabilidade, homogeneidade, concentragdes nominais).
quando realizadas.

Animais utilizados no ensaio:

— espéciefestirpe utilizada e justificagdo da utilizago;

— ntimero e idade dos animais,

— proveniéncia, condi¢des de alojamento, alimentacdo, etc.;
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— método de identificacio univoca dos animais

— para estudos de curta duracdo: peso individual dos animais machos no inicio e no final do teste; para
estudos de duracdo superior a uma semana: pesos durante o estudo e consumo alimentar. Deve incluir-se,
relativamente a cada grupo, a gama de pesos corporais, com a respetiva média e o desvio-padrio.

Condigdes de realizacdo do ensaio:

— controlos positivos e negativos (veiculo/solvente);

— resultados do eventual estudo exploratério da gama de dosagem;

— fundamentagdo da escolha das doses;

— justificagdo da via de administracdo escolhida;

— detalhes da preparacio do produto quimico em estudo;

— elementos relativos a administragdo do produto quimico em estudo;

— justificagdo do momento da eutandsia;

— métodos de medigdo da toxicidade para os animais, incluindo, sempre que disponiveis, andlises histopato-
légicas ou hematoldgicas e a frequéncia com que foram realizadas observacdes dos animais e dos respetivos
pesos corporais;

— 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 de beber (ppm) e do consumo, se aplicavel;

— elementos relativos a qualidade dos alimentos e da dgua;

— descri¢do detalhada da exposicdo e do programa de colheita de amostras e justificagio das escolhas feitas;

— método de eutandsia;

— eventual método de analgesia;

— procedimentos para o isolamento de tecidos;

— identidade do agente de fixacdo da metafase e respetiva concentragio e duragdo do tratamento;

— métodos de preparagio das laminas;
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— critérios de contabilizacdo das aberragdes;

— nuamero de células analisadas por animal;

— critérios definidos para que o estudo seja considerado positivo, negativo ou inconclusivo.

Resultados:

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

— peso corporal e dos drgdos no momento da eutandsia (se forem utilizados mdltiplos tratamentos, peso
corporal durante o periodo de tratamento);

— sinais de toxicidade;

— indice mitético;

— proporcio de células espermatogdnias em mitose em relagdo as células em metdfase meidtica I ou II ou
outras provas da exposi¢do ao tecido-alvo;

— tipo e naimero de aberragdes, discriminados por animal;

— ntimero total de aberracdes em cada grupo, com as respetivas médias e desvios-padrio;

— nuamero de células aberrantes em cada grupo, com as respetivas médias e desvios-padrio;

— relagdo dose-resposta, se possivel;

— métodos estatisticos utilizados e andlises estatisticas efetuadas;

— dados relativos ao controlo negativo realizado em paralelo com o ensaio;

— dados histéricos de controlo negativo, com indicagdo de intervalos, médias, desvios-padrdo e intervalos de
confianga de 95 % (se disponiveis), ou dados histéricos de controlo negativo publicados, utilizados para
efeitos de aceitacio dos resultados do ensaio;

— dados sobre o controlo positivo simultaneo;

— alteracdes da ploidia, quando observadas, incluindo as frequéncias de poliploidia efou de células endorredu-
plicadas;
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Discussdo dos resultados

Conclusdo
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Apéndice

DEFINICOES

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

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

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

Aberragio numérica: alteragdo do niimero de cromossomas relativamente ao niimero de cromossomas caracteristico dos
animais utilizados.

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

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

Clastogénio: produto quimico que provoca aberragdes cromossomaticas estruturais em populagdes de células ou orga-
nismos.

Diversidade cromossémica: diversidade de formas (por exemplo, metacéntrica, acrocéntrica, etc.) e tamanhos dos cro-
mossomas.

Genotodxico: termo genérico que abrange todos os tipos de danos no ADN ou nos cromossomas, incluindo fraturas,
supressio de segmentos, aducdes, ligacdes e alteracdes nucleotidicas, rearranjos, mutagdes, aberragdes cromossomicas e
aneuploidia. Nem todos os tipos de efeitos genotdxicos originam mutagdes ou danos cromossémicos estaveis.

Indice mitético (MI): relagio entre o nimero de células em metifase e o nimero total de células observadas numa
populacdo de células, que fornece uma indicagdo do grau de proliferagio da populagio em causa.

Lacuna: lesdo acromatica de extensdo inferior a largura de um cromatideo e que determina um ligeiro desalinhamento do
mesmo.

Mitose: divisdo do ntcleo celular, habitualmente subdividida em préfase, prometéifase, metafase, anafase e telofase.

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

Poliploidia: ntimero de cromossomas miiltiplo do nimero haploide (n), mas diferente do niimero diploide (ou seja, 3n, 4n
e assim por diante).

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

UVCB: substincias quimicas de composi¢do desconhecida ou varidvel, produtos de reagdo complexos e materiais biol6-
gicos.»
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(5) Na parte B, o capitulo B.40 passa a ter a seguinte redagdo:

«B.40 CORROSAO DA PELE IN VITRO: METODO DE ENSAIO DA RESISTENCIA ELETRICA TRANSCUTANEA (RET)
INTRODUCAO

1. O presente método de ensaio é equivalente & Test Guideline (TG) 430 (2015) da OCDE. Entende-se por corrosio
da pele a producio de danos irreversiveis nos tecidos cutineos, que se manifestam como necrose visivel em
toda a epiderme e atingindo a derme, por aplicagio de um produto quimico em estudo [definido pelo Sistema
Mundial Harmonizado de Classificagio e Rotulagem de Produtos Quimicos da ONU (GHS) (1) e pelo Regula-
mento (UE) n.° 1272/2008 da Unido Europeia relativo a classificagdo, rotulagem e embalagem de substincias e
misturas (CRE) (*)]. O presente método de ensaio B.40 atualizado prevé um procedimento in vitro que permite a
identificagdo de substancias e misturas corrosivas e ndo corrosivas em conformidade com o sistema GHS da
ONU (1) e com o CRE.

2. A determinagio da corrosividade cutinea tem normalmente recorrido a animais de laboratério (método B.4,
equivalente ao TG 404 da OCDE originalmente adotado em 1981 e revisto em 1992, 2002 e 2015) (2). Para
além do presente método de ensaio B.40, foram validados e adotados outros métodos de ensaio in vitro para o
ensaio do potencial de corrosio da pele dos produtos quimicos, como o método de ensaio B.40bis (equivalente
ao método TG 431 da OCDE) (3) e o método de ensaio B.65 (equivalente ao TG 435 da OCDE) (4), que
também permitem identificar subcategorias de produtos quimicos corrosivos, quando necessario. Foram ado-
tados varios métodos de ensaio in vitro validados, como o método de ensaio B.46 [equivalente a0 TG 439 da
OCDE (5)], que devem ser utilizados para o ensaio de irritagdo cutdnea. Um documento de orientacdo da OCDE
sobre abordagens integradas de ensaio e avaliagio (IATA) para a corrosdo e irritacio da pele descreve vdrios
moédulos que agrupam viérias fontes de informagio e instrumentos de andlise e fornece orientagdes sobre (i)
como integrar e utilizar os ensaios existentes e os dados ndo provenientes de ensaios para a avaliagio dos
potenciais de irritacdo e de corrosio cutineas dos produtos quimicos e (i) propde uma abordagem quando hd
necessidade de ensaios complementares (6).

3. O presente método de ensaio incide na corrosio cutinea no ser humano. £ baseado no método de ensaio da
resisténcia elétrica transcudana (RET) da pele da ratazana, que utiliza discos de pele para identificar substancias
corrosivas pela sua capacidade de produzir uma perda da integridade normal do status corneum e da fungdo de
barreira. A diretriz de ensaio correspondente da OCDE foi adotada em 2004 e atualizada em 2015 para ter em
conta o documento de orientacdo IATA.

4. A fim de avaliar testes de corrosdo da pele in vitro para fins normativos, foram realizados estudos de pré-
-validagdo (7), seguidos de um estudo de validagdo formal do método de ensaio RET para avaliar a corrosdo
cutdnea na pele de ratazanas (8) (9) (10) (11). O resultado destes estudos levou a recomendacio de que o
método de teste RET (designado método de referéncia validado — MRV) poderia ser utilizado para fins norma-
tivos para a avaliagio da corrosividade de pele in vivo (12) (13) (14).

5. Antes de se poder utilizar um método de ensaio proposto de RET in vitro para a corrosdo da pele diferente do
MRV para efeitos normativos, é necessdrio determinar a sua fiabilidade e adequacio (precisio), bem como as
limitagdes para a utilizagdo proposta, de modo a garantir a sua similaridade com o MRV, de acordo com os
requisitos das normas de desempenho (15). A aceitagio mutua de dados nos termos do acordo da OCDE s
poderd ser garantida no caso de métodos de ensaio novos ou atualizados de acordo com as normas de
desempenho, se esses métodos tiverem sido revistos e incluidos na correspondente diretriz de ensaio da OCDE.

DEFINICOES

6. As defini¢des utilizadas constam do apéndice.

CONSIDERACOES INICIAIS

7. Um estudo de validacio (10) e outros estudos publicados (16) (17) indicaram que o método de ensaio de RET
em pele de ratazana permite distinguir substincias reconhecidamente corrosivas da pele e ndo corrosivas, com
uma sensibilidade global de 94 % (51/54) e uma especificidade de 71 % (48/68) para uma base de dados de 122
substancias.

(") Regulamento (CE) n.° 1272/2008 do Parlamento Europeu e do Conselho, de 16 de dezembro de 2008, relativo a classificacdo,
rotulagem e embalagem de substancias e misturas, que altera e revoga as Diretivas 67/548/CEE e 1999/45/CE, e altera o Regulamento
(CE) n.° 1907/2006, JO L 353 de 31.12.2008.
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8. O presente método de ensaio incide na corrosio da pele in vitro. Permite a identificacio de produtos quimicos
ndo corrosivos e corrosivos, em conformidade com o GHS da ONU/CRE. Uma limita¢io do método, com-
provada pelos estudos de validacdo (8) (9) (10) (11), reside no facto de ndo permitir a subcategoriza¢io de
substancias e misturas corrosivas em conformidade com o GHS da ONU/CRE. O quadro regulamentar em causa
determinard a forma como o método serd aplicado. Embora ndo forneca informacgdes adequadas sobre a
irritacdo da pele, deve notar-se que o método B.46 incide especificamente no efeito de irritagdo cutdnea da
pele in vitro (5). Para uma avaliacio completa dos efeitos locais na pele apds uma exposi¢io tnica por via
dérmica, consultar o documento de orienta¢des da OCDE sobre IATA (6).

9. Uma vasta gama de produtos quimicos, constituida essencialmente por substancias, foi testada na validagdo
subjacente ao presente método de ensaio; a base de dados empiricos do estudo de validagdo foi de 60 subs-
tancias que cobrem um vasto leque de classes quimicas (8) (9). Com base nos dados globais disponiveis, o
método de ensaio é aplicivel a um vasto leque de classes quimicas e de estados fisicos, incluindo liquidos,
semissolidos, sélidos e ceras. No entanto, dado que, para determinados estados fisicos especificos, ndo se
encontram imediatamente disponiveis elementos de ensaio com dados de referéncia adequados, é de notar
que, durante a validago, foi avaliado um niimero comparativamente pequeno de ceras e de sélidos corrosivos.
Os liquidos podem ser aquosos ou ndo, e os solidos podem ser soliveis ou insoliveis na dgua. Nos casos em
que seja possivel demonstrar a inaplicabilidade do método de ensaio a uma determinada categoria de subs-
tancias, o mesmo ndo deve ser utilizado para essa categoria especifica de substincias. Presume-se, além disso,
que o método ¢ aplicavel as misturas como extensdo da sua aplicabilidade a substincias. No entanto, uma vez
que as misturas abrangem uma vasta gama de categorias e composi¢des e que os dados atualmente disponiveis
sobre a andlise de misturas sdo limitados, o método ndo deve ser utilizado para uma categoria especifica de
misturas nos casos em que puder ser demonstrada a sua inaplicabilidade a essa categoria especifica (por
exemplo, na sequéncia de uma estratégia como a proposta por Eskes et al., 2012) (18). Antes da aplicagdo
do método a uma mistura para obter dados com fins normativos, importa ponderar se — e, em caso afirmativo,
por que motivo — pode proporcionar resultados adequados para o efeito. Essas consideragdes ndo sdo neces-
sdrias se existir um requisito normativo para o ensaio da mistura. Os estudos de validagdo ainda ndo incidiram
em gases e aerossois (8) (9). Embora se admita que uns e outros possam ser testados com recurso ao método de
ensaio de RET, a versdo atual do método ndo permite o ensaio de gases nem de aerossois.

PRINCIPIO DO ENSAIO

10. O produto quimico em estudo ¢ aplicado durante 24 horas, no maximo, sobre a superficie epidérmica de discos
cutdneos num sistema de ensaio com dois compartimentos, no qual o disco estabelece a separacio entre os
compartimentos. Os discos cutdneos sdo retirados de ratazanas com 28 a 30 dias de idade, eutanasiadas. Os
produtos quimicos corrosivos sdo identificados pela sua capacidade de causarem uma perda da integridade
normal do stratum corneum e da funcdo de barreira, perda essa que é medida pela descida da RET abaixo de um
determinado limiar (16) (ver ponto 32). Para determinagio da RET na pele da ratazana, foi selecionado um
valor-limite de 5 kQ, com base numa multiplicidade de dados obtidos com uma vasta gama de substncias,
situando-se a grande maioria dos valores claramente muito acima (frequentemente > 10 kQ) ou muito abaixo
(frequentemente < 3 kQ) desse valor (16). Em geral, os produtos quimicos em estudo ndo sdo corrosivos para os
animais, mas simplesmente irritantes (ou nio irritantes), nio reduzem a RET abaixo daquele valor-limite. A
utilizacdo de outras preparacdes cutineas ou de outros equipamentos pode alterar o valor-limite, necessitando
da correspondente validagdo.

11. O método inclui uma etapa de ligacio de um corante, para a confirmacgdo dos resultados positivos na
determinagio da RET (incluindo préximos de 5 kQ). A etapa de ligagio do corante esclarece se o aumento
de permeabilidade idnica se deve a destruicdo fisica do stratum corneum. O método de determinacio da RET em
pele de ratazana revelou-se capaz de prever a corrosividade in vivo no coelho, determinada pelo TM B.4 (2).

DEMONSTRACAO DE COMPETENCIA

12. Antes de utilizarem de forma rotineira o0 método de ensaio de RET em pele de ratazana conforme ao presente
método de ensaio, os laboratérios devem demonstrar a sua competéncia técnica, classificando corretamente as
doze substincias de referéncia recomendadas no quadro 1. No caso de uma substincia incluida na lista estar
indisponivel ou sempre que se justifique, pode ser utilizada outra substincia para a qual estejam disponiveis
dados adequados de referéncia in vivo e in vitro [por exemplo, da lista de produtos quimicos de referéncia (16)],
desde que sejam aplicados os critérios de selecdo descritos no quadro 1.
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Quadro 1
Lista de substincias de referéncia (')
SISTEMA
GHS DA MRV Cat.
. ® Classe ONUJCRE | com base | Estado
Sibstancia NG (C quimica (}) | Cat. com base |em resulta-| fisico PH ()
em resultados | dos in vitro
em vivo (%)
Corrosivos in vivo
N,N-Dimetil dipropilenotriamina | 10563-29-8 | Base organi- 1A 6xC L 8,3
ca
1,2-Diaminopropano 78-90-0 Base organi- 1A 6 xC L 8,3
ca
Acido sulfarico (10 %) 7664-93-9 | Acido inor- | (1A)1B/1C | 5xC L 1,2
ganico 1 x x
NC
Hidréxido de potdssio (solugdo | 1310-58-3 | Base orgdni- | (1A)1B/1C | 6 xC L 13,2
aquosa a 10 %) ca
Acido octanoico (caprilico) 124-07-2 | Acido orga- 1B[1C 4xC L 3,6
nico 2 xNC
2-terc-butilfenol 88-18-6 Fenol 1B/1C 4 xC L 3,9
2 x NC
Nao corrosivos in vivo
Acido isoestedrico 2724-58-5 | Acido orga- NC 6 x NC L 3,6
nico
4-Amino-1,2,4-triazolo 584-13-4 | Base organi- NC 6 x NC S 5,5
ca
Brometo de fenetilo 103-63-9 Eletréfilo NC 6 x NC L 3,6
4-(Metiltio)-benzaldeido 3446-89-7 Eletréfilo NC 6 x NC L 6,8
1,9-Decadieno 1647-16-1 Organico NC 6 x NC L 3,9
neutro
Tetracloroetileno 127-18-4 Organico NC 6 x NC L 4,5
neutro

Abreviaturas: aq = aquoso; N.° CAS = ndmero de registo do Chemical Abstracts Service; MRV

validado; C = corrosivo; NC = ndo corrosivo.

(') As substancias de referéncia, divididas, em primeiro lugar, em substincias corrosivas e nio
subcategorias de corrosio e em classes quimicas, foram selecionadas a partir das substincias

= método de referéncia

corrosivas e depois em
utilizadas no estudo de

validagio ECVAM do método de ensaio de RET em pele de ratazana (8) (9). Salvo indicagdo em contrario, as substincias
foram ensaiadas ao nivel de pureza obtido quando adquiridas no comércio (8). A selecdo incluiu, na medida do possivel,
substancias que: (i) sejam representativas da gama de respostas de corrosividade (p. ex. ndo corrosivas; fraca a forte
corrosdo) que o VRM é capaz de medir ou prever; (ii) sejam representativas das classes de produtos quimicos utilizados
no estudo de validagdo; (iii) reflitam as caracteristicas de desempenho do VRM; (iv) tenham estruturas quimicas bem
definidas; (v) induzam resultados definitivos no método de ensaio de referéncia in vivo; (vi) estejam comercialmente
disponiveis; e (vii) ndo estejam associadas a custos de eliminagdo proibitivos.
(3) Classe quimica atribuida por Barratt et al. (8).
(}) Os grupos de embalagem ONU correspondentes sdo, respetivamente, os I, Il e IIl para as categorias 1A, 1B e 1C do GHS

da ONUJCRE.

(*) Os valores de pH foram obtidos a partir de Fentem et al. (9) e Barratt et al. (8).
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PROCEDIMENTO

13. Existem procedimentos operacionais normalizados (PON) para o método de ensaio de corrosio da pele de
ratazana (19). Os protocolos de ensaio de RET em pele de ratazana abrangidos pelo presente método devem
cumprir as condi¢des que se seguem.

Animais

14. Devem utilizar-se ratazanas, uma vez que a sensibilidade da sua pele as substancias deste método de ensaio foi
previamente demonstrada (12) e ¢ a Gnica fonte de pele que foi formalmente validada (8) (9). A estirpe e a idade
da ratazana (no momento da colheita da pele) assumem particular importancia, devendo os foliculos pilosos
encontrar-se na fase de dorméncia, antes do crescimento da pilosidade adulta.

15. Com uma pequena tosquiadora, cortam-se cuidadosamente os pelos dorsais e dos flancos de ratazanas, fémeas
ou machos, jovens (estirpe Wistar ou compardvel), com aproximadamente 22 dias de idade. Os animais sdo
depois cuidadosamente lavados e esfregados, devendo a zona da pele que ird ser utilizada ser mergulhada numa
solugdo antibidtica (contendo, por exemplo, estreptomicina, penicilina, cloranfenicol e anfotericina em concen-
tragdes suficientes para inibir o crescimento bacteriano). Os animais voltam a ser lavados com solugio anti-
bidtica no terceiro ou quarto dia apds a primeira lavagem e sdo utilizados nos trés dias seguintes a segunda
lavagem, quando o stratum corneum tiver recuperado da tosquia.

Preparacio dos discos cutineos

16. Os animais sdo eutanasiados entre a idade de 28 e 30 dias (este fator é muito importante). Em seguida, retira-se
a pele dorsal lateral e remove-se a gordura subcutdnea em excesso, raspando cuidadosamente. Cortam-se discos
cutdneos de aproximadamente 20 mm de didmetro. A pele pode ser guardada antes da utilizagdo dos discos,
desde que se demonstre que os dados de controlo (positivos e negativos) sio equivalentes aos obtidos com pele
fresca.

17. Cada disco cutaneo é colocado numa das extremidades de um tubo de politetrafluoroetileno (PTFE), com a
superficie epidérmica em contacto com o tubo. A pele é fixada na extremidade do tubo com uma junta ténica
em borracha e elimina-se o tecido em excesso. A junta térica é entdo envolvida em vaselina, de forma a garantir
a estanquidade da sua unido com o tubo de PTFE. Este é depois suspenso com uma tampa-suporte de molas
dentro de uma cimara recetora com uma solucdo de MgSO, (154 mM) (figura 1). O disco cutdneo deve ficar
totalmente imerso na solu¢do de MgSO,. Cada pele de ratazana pode fornecer de 10 a 15 discos cutaneos. As
dimensdes do tubo e da junta ténica sdo as apresentadas na figura 2.

18. Antes do inicio do ensaio, a RET de dois discos cutineos é medida a titulo de procedimento de controlo de
qualidade para cada pele. Ambos os discos devem apresentar valores de resisténcia elétrica superiores a 10 kQ
para o resto dos discos a utilizar no método de ensaio. Se o valor da resisténcia for inferior a 10 kQ, os discos
restantes da pele em causa serdo rejeitados.

Aplicacio do produto quimico em estudo e das substincias de controlo

19. Para garantir a adequabilidade do modelo experimental, devem utilizar-se em paralelo, em cada estudo (ex-
periéncia), uma amostra de controlo positiva e uma amostra de controlo negativa. Em cada estudo (ensaio)
devem utilizar-se discos de pele de um dnico animal. Como substincias de controlo positivo e negativo
sugerem-se o 4cido cloridrico 10 M e a dgua destilada, respetivamente.

20. Os produtos quimicos em estudo liquidos sdo aplicados uniformemente (150 pl) na superficie epidérmica no
interior do tubo. Se a matéria ensaiada for sélida, aplicar-se-d uniformemente no disco uma quantidade
suficiente da mesma, de modo a cobrir toda a superficie epidérmica. Em seguida, deita-se dgua desionizada
(150 pl) por cima do sélido e agita-se suavemente o tubo. Para garantir um contacto maximo com a pele, pode
ser necessario aquecer as matérias sélidas a 30 °C, para fundir ou amolecer o produto quimico em estudo, ou
moé-las, para produzir um pé ou granulado.
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21. Séo utilizados trés discos de pele para cada ensaio e cada produto quimico de controlo em cada série de ensaios.
Os produtos quimicos de ensaio sdo aplicados por 24 horas, a 20-23 °C. O produto quimico é removido por
lavagem com um jato de dgua da torneira até que seja atingida a temperatura ambiente e ndo haja mais material
a remover.

Medicbes de RET

22. A impedancia da pele é medida como RET por meio de uma ponte de Wheatstone de baixa tensdo e corrente
alternada (18). As especificagdes gerais da ponte de Wheatstone sdo as seguintes: tensdo operacional de 1 V a
3V, corrente alternada sinusoidal ou retangular de 50 Hz a 1 000 Hz e gama de medi¢do de pelo menos
0,1kQ a -30kQ. A ponte utilizada no estudo de validagdo media valores de indutancia, capacitincia e
resisténcia até 2 000 H, 2 000 pF e 2 MQ, respetivamente, a frequéncias de 100 Hz ou 1 kHz, utilizando
valores em série ou em paralelo. Para o ensaio RET de corrosividade, as medicOes sdo registadas em resisténcia,
a frequéncia de 100 Hz, utilizando valores em série. Antes da medicdo da resisténcia elétrica, reduz-se a tensdo
superficial da pele adicionando um volume de etanol a 70 % suficiente para cobrir toda a epiderme. Apds
alguns segundos, remove-se o etanol do tubo e hidrata-se o tecido adicionando 3 ml de solugdo de sulfato de
magnésio (154 mM). Para medir a resisténcia do disco cutaneo em kQ, colocam-se os elétrodos da ponte de
Wheatstone de cada um dos lados do disco (figura 1). As dimensdes dos elétrodos e o comprimento de cada
elétrodo abaixo da pinga crocodilo sdo indicados na figura 2. A pinga aplicada ao elétrodo interno deve ficar
apoiada no rebordo do tubo de PTFE durante a medi¢do da resisténcia, de forma a garantir que o comprimento
de elétrodo mergulhado na solugdo de sulfato de magnésio seja constante. O elétrodo externo deve ser colocado
dentro da camara recetora de forma a tocar no fundo da mesma. A distincia entre a tampa-suporte de molas
(spring clip) e o fundo do tubo de PTFE deve ser mantida constante (figura 2), porque afeta o valor de resisténcia
medido. A distancia entre o elétrodo interno e o disco cutdneo deve ser minima (1 mm a 2 mm) e constante.

23. Se o valor de resisténcia medido exceder 20 kQ, tal pode dever-se a presenca de restos do produto quimico em
estudo na superficie epidérmica do disco cutineo. Para eliminar essas matérias, poderd, por exemplo, tapar-se o
tubo de PTFE com o polegar, usando luvas de borracha, e agitar-se durante cerca de 10 segundos. Rejeita-se a
solugdo de sulfato de magnésio e repete-se a medigdo da resisténcia com solugio fresca de MgSO,.

24. As propriedades e dimensdes da montagem de ensaio e o procedimento experimental aplicado podem influen-
ciar os valores de RET obtidos. O limite de corrosdo de 5 kQ foi estabelecido a partir de dados obtidos com a
montagem e segundo os procedimentos especificamente descritos no presente método. Se as condi¢des de
ensaio forem alteradas ou for utilizada uma montagem diferente, poderdo ser aplicdveis outros valores-limite e
de controlo. E, portanto, necessario calibrar a metodologia e os valores-limite de resisténcia ensaiando uma série
de substancias de referéncia selecionadas a partir das substincias utilizadas no estudo de validacio (8) (9), ou de
classes quimicas similares as das substincias em estudo. O quadro 1 apresenta uma série de substancias de
referéncia adequadas.

Métodos da ligacio de corante

25. A exposicdo a determinadas matérias ndo corrosivas pode originar uma reducdo da resisténcia para valores
inferiores ao limite de 5kQ, ao permitir a passagem de ides através do stratum corneum, que se traduz numa
reducdo da resisténcia elétrica (9). Determinados compostos orgdnicos neutros e substdncias, por exemplo,
tensioativas (detergentes, emulsionantes e outras substincias), podem remover os lipidos cutineos, daf resul-
tando uma maior permeabilidade i6nica da barreira. Assim, se os valores de RET produzidos por esses produtos
quimicos forem inferiores ou iguais a cerca de 5kQ, na auséncia de lesdes visualmente percetiveis dos discos
cutdneos, deve proceder-se a uma avaliagio da penetracdo de corantes nos tecidos de controlo e nos tecidos
tratados, a fim de determinar se os valores de RET obtidos se deveram a uma maior permeabilidade cutanea ou
a corrosio da pele (7) (9). Neste dltimo caso, se o stratum corneum estiver danificado, o corante sulforrodamina
B, uma vez aplicado na superficie da pele, penetrard rapidamente e colorard o tecido subjacente. Este corante
especifico é estdvel perante uma grande variedade de substdncias, e ndo ¢é afetado pelo processo de extragio
acima referido.

Aplicacio e elimina¢io do corante sulforrodamina B

26. Depois da determinacio da RET, a solugdo de sulfato de magnésio é removida do tubo e verifica-se cuidado-
samente se a pele apresenta danos evidentes. Se ndo houver danos graves 6bvios (por exemplo, perfuracio), sdo
aplicados a superficie epidérmica de cada disco de pele, durante 2 horas, 150 pl de uma solugio a 10 % (m/v)
em dgua destilada do corante sulforrodamina B (Acid Red 52; C.I. 45100; ntimero CAS 3520-42-1). Lavam-se
de seguida os discos em dgua corrente, a temperatura ambiente, durante cerca de 10 segundos, a fim de
remover o corante em excesso ou ndo fixado. Os discos de pele devem entdo ser cuidadosamente retirados
do tubo de PTFE e colocados num recipiente (por exemplo: um frasco de 20 ml) com dgua desmineralizada
(8 ml). Agitam-se
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27.

28.

29.

30.

31.

32.

cuidadosamente os frascos durante 5 minutos, para remover os restos de corante que eventualmente ndo se
tenham fixado. Repete-se este procedimento de lavagem e transferem-se os discos cutdneos para frascos que
contenham 5 ml de uma solucdo a 30 % (m/v) de dodecilsulfato de sdio (SDS) em dgua destilada, incubando-se
a 60 °C de um dia para o outro.

Depois da incubagdo, os discos cutineos sdo retirados e rejeitados e a solugio remanescente em cada frasco é
centrifugada durante 8 minutos a 21 °C (forga relativa de centrifugacdo: ~175 x g). Dilui-se entdo a 1:5 (v/v, ou
seja, 1 ml + 4 ml) uma amostra de 1 ml do liquido sobrenadante com uma solugio a 30 % (m/v) de SDS em
dgua destilada. Mede-se a densidade ética da solugdo resultante, a 565 nm.

Cilculo da concentracio de corante

A concentragio do corante sulforrodamina B por disco é calculada a partir dos valores de densidade 6tica (9)
(coeficiente de extingdo molar do corante sulforrodamina B a 565 nm = 8,7 x 104; massa molecular = 580).
Utilizando uma curva de calibragio apropriada, determina-se a concentragio de corante correspondente a cada
disco cutdneo, calculando-se em seguida uma concentragdio média de corante para os replicados.

Critérios de aceitabilidade

Os valores médios de RET obtidos serdo aceites se os valores das amostras de controlo positiva e negativa
correspondentes se encontrarem dentro dos intervalos aceitdveis para 0 método no laboratério de ensaio. Os
intervalos de resisténcia aceitveis para o método e a montagem acima descritos sio indicados no quadro
seguinte:

Controlo Substancia Intervalo de resisténcia (kQ)
Positivo Acido cloridrico 10 M 0,5-1,0
Negativo Agua destilada 10 - 25

Os valores médios obtidos para a ligacdo do corante serdo aceites se os valores das amostras de controlo
correspondentes se encontrarem dentro dos intervalos aceitdveis para o método. Os intervalos aceitdveis de
concentragdo de corante que se sugerem para as substincias de controlo, para o método e a montagem acima
descritos, sdo indicados no quadro seguinte:
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Controlo Substancia Intervalo de concer}tragio de corante
(ng/disco)

Positivo Acido cloridrico 10 M 40 - 100

Negativo Agua destilada 15 - 35

Interpretacio dos resultados

O valor-limite de TER que permite distinguir os produtos quimicos corrosivos dos ndo corrosivos foi estabe-
lecido durante a fase de otimizacio do método, testado numa fase de pré-validagio e confirmado num estudo
de validagdo formal.

O modelo de previsio do método de ensaio de corrosio cutinea em ratazanas (9) (19), associado ao sistema de
classificagio GHS da ONU/CRE, é apresentado a seguir:
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O produto quimico em estudo é considerado ndo corrosivo para a pele se:

i) o valor médio de RET obtido para a substancia em estudo exceder 5 kQ, ou

ii) o valor médio de RET obtido para o produto quimico em estudo for inferior ou igual a 5kQ e

— os discos de pele ndo apresentarem danos evidentes (por exemplo, perfuracio) e

— o teor médio de corante dos discos for inferior ao teor médio de corante de 10M de HCl para o controlo
positivo obtido simultaneamente (ver ponto 30 para valores de controlo positivo).

Considera-se que o produto quimico em estudo ¢é corrosivo para a pele se:

i) o valor médio de RET obtido para o produto quimico em estudo for inferior ou igual a 5 kQ e os discos de
pele estiverem claramente danificados (por exemplo, perfurados), ou

ii) o valor médio de RET obtido para o produto quimico em estudo for inferior ou igual a 5kQ e

— os discos de pele ndo apresentarem danos evidentes (por exemplo, perfuragdo), mas

— a concentragdo média de corante do disco for superior ou igual a concentracdo média de corante de 10M
de HCl para o controlo positivo obtido simultaneamente (ver ponto 30 para valores de controlo
positivo).

33. Se a classificacio do produto quimico em estudo for inequivoca, basta normalmente uma série de ensaios
(experiéncia) constituida por, pelo menos, trés discos replicados de pele. Contudo, em caso de resultados
inconclusivos (por exemplo, medi¢des discordantes dos replicados efou RET médio igual a 5 £0,5 kQ, deve
ser considerada uma segunda série de testes independentes (experiéncia), bem como uma terceira em caso de
resultados discordantes entre os dois primeiros ensaios (experiéncias).

DADOS E RELATORIOS
Dados

34. Os valores da resisténcia (kQ) e os valores do teor de corante (ug/disco), se for caso disso, para o produto
quimico em estudo, bem como para os controlos positivos e negativos devem ser apresentados sob a forma de
uma tabela, incluindo os dados para cada disco individual replicado (experiéncia) e os valores médios £do DP.
Todas as repeticdes de experiéncias devem ser comunicadas. Devem comunicar-se os danos observados nos
discos cutdneos relativamente a cada produto quimico em estudo.

Relatério de ensaio

35. O relatério de ensaio deve conter as seguintes informagdes:

Produto quimico em estudo e substdncias de controlo

— Substancia monocomponente: dados de identificacio quimica, como as denominagdes IUPAC ou CAS,
nimero CAS, cdédigo SMILES ou InChl, féormula estrutural, pureza, identidade quimica das impurezas,
caso se justifique e seja exequivel, etc.;
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Substancia multicomponentes, UVCB e mistura: caracterizada, na medida do possivel, pela identidade
quimica (ver acima), ocorréncia quantitativa e pelas propriedades fisico-quimicas dos componentes;

Aspeto fisico, solubilidade em dgua e outras propriedades fisico-quimicas pertinentes;

Proveniéncia e nimero do lote, se disponiveis;

Tratamento do produto quimico em estudo/substincia de controlo antes do ensaio, se for o caso;

Estabilidade do produto quimico em estudo, data-limite de utilizagdo ou data de reandlise, se conhecidas;

Condigdes de armazenagem.

Animais de ensaio

Estipe e sexo;

Idade dos animais no momento em que foram dadores;

Proveniéncia, condicdes de alojamento, alimentacdo, etc.;

Pormenores sobre a preparacio da pele.

Condigdes de realizagio do ensaio

Curvas de calibragio da montagem de ensaio;

Curvas de calibragdo para o ensaio de desempenho de ligacdo do corante, filtro de banda passante utilizado
para a medicdo da densidade dtica (DO) e linearidade do dispositivo de medigdo da DO (espetrofotémetro),
se for caso disso;

Pormenores sobre o método de ensaio utilizado na medicio das RET;

Pormenores sobre o método de ensaio utilizado na medicdo da ligagdo do corante, se tiver sido o caso;

Doses de ensaio utilizadas, duragdo do(s) periodo(s) de exposi¢io e temperatura(s) de exposi¢do;

Informagdes pormenorizadas sobre o procedimento de lavagem utilizado apds o periodo de exposicio;

Namero de replicados cutineos utilizados para cada produto quimico em estudo (controlos positivos e
negativos);

Descri¢do de eventuais modificacdes na execucio do ensaio;
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— Referéncia a dados anteriormente publicados sobre o modelo; tal deve incluir, nomeadamente, o seguinte:

i) Aceitabilidade dos valores do controlo positivo e negativo de RET (em kQ), por referéncia aos intervalos
de resisténcia do controlo positivo e negativo,

ii) Aceitabilidade dos valores do controlo positivo e negativo do teor de corante (em pg/disco) por
referéncia a concentra¢des de corante de controlo positivo e negativo,

iii) Aceitabilidade dos resultados do ensaio por referéncia a variabilidade histérica entre os replicados do
disco cutaneo,

— Descrigdo do modelo de critérios de decisdo/previsdo aplicado.

Resultados

— Quadro dos dados correspondentes aos ensaios especificos de determinagdo da RET e de ligagio dos
corantes (se for caso disso) para cada produto quimico em estudo e controlos, para cada série de ensaios
(experiéncias) e cada replicado de disco cutaneo (animais individuais e amostras individuais de pele), médias,
DS e CV;

— Descricio dos efeitos eventualmente observados;

— Classificagdo atribuida, mencionando o modelo de previsio ou os critérios de decisdo utilizados.
Discussdo dos resultados

Conclusdes
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Figura 2

Dimensdes do tubo de Politetrafluoroetileno (PTFE) e do Tubo Recetor, bem como dos Elétrodos Utilizados
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Fatores criticos da montagem ilustrada:

— Diametro interno do tubo de PTEE;

— Comprimento dos elétrodos em relagio ao tubo de PTFE e ao tubo recetor, para que os elétrodos ndo
toquem no disco cutineo e de modo que um comprimento fixo de elétrodo esteja em contacto com a
solucdo de MgSO,;

— A quantidade de solucdo de MgSO, no tubo recetor deve produzir, em relagdo ao nivel no tubo de
PTFE, um nivel de liquido conforme o ilustrado na figura 1;

— O disco cutdneo deve ser convenientemente fixado ao tubo de PTFE, para que a resisténcia elétrica seja
uma medida fidvel das propriedades da pele.
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Apéndice

DEFINICOES

Adequacio: Relagio do método de ensaio com o efeito em causa; pertinéncia e utilidade do ensaio para o fim em vista.
Traduz a medida em que o método de ensaio mede ou prevé corretamente o efeito biologico em causa. A adequagdo
compreende a exatiddo (concorddncia) do método de ensaio (20).

C: Corrosivo

Concordincia: Uma medida do desempenho do método de ensaio no caso dos métodos cujos resultados sejam
estabelecidos em funcdo de categorias e constitui um dos aspetos da adequagdo. Este termo e o termo «exatiddo» sdo
muitas vezes utilizados indistintamente para indicar a propor¢do de produtos quimicos testados que sio corretamente
classificados como positivos ou negativos. A concordancia é altamente dependente da prevaléncia do produto quimico em
estudo positivos no tipo de produto quimico em estudo (20).

Corrosio da pele in vivo: Producio de danos irreversiveis a pele, nomeadamente a necrose visivel da epiderme,
prolongando-se para a derme, ap6s a aplicacio de um produto quimico em estudo durante um mdaximo de quatro
horas. Sdo exemplos tipicos de reagBes corrosivas as dlceras, hemorragias e escaras sanguinolentas e, para o final do
periodo de observagio de 14 dias, a descoloragdo, devido a perda de pigmentacio da pele, a formacio de zonas de
alopécia total e a ocorréncia de cicatrizes. As lesdes duvidosas poderdo ser esclarecidas por métodos histopatologicos.

CP: Amostra de controlo positiva, um replicado que contém todos os componentes do sistema de ensaio e foi tratado
com uma substincia que comprovadamente induz reagdo positiva. Para que possa determinar-se a variabilidade no tempo
da reagdo a esta amostra de controlo, essa reacdo ndo deve ser excessivamente positiva.

DO: Densidade 6tica.

Especificidade: Propor¢io dos produtos quimicos negativos/inativos que sdo corretamente classificados pelo método de
ensaio. Constitui uma medida da exatidio de um método de ensaio cujos resultados sejam estabelecidos em funcio de
categorias e é um aspeto importante a ter em conta na avaliacdo da adequagdo do método de ensaio (20).

Exatiddo: Grau de acordo entre os resultados do método de ensaio e os valores de referéncia aceites. Constitui uma
medida do desempenho do método e um dos aspetos da adequagdo. Este termo e o termo «concordincia» sio muitas
vezes utilizados indistintamente para indicar a propor¢do de resultados corretos de um método de ensaio (20).

Fiabilidade: Medida em que, utilizando o mesmo protocolo, um método de ensaio pode ser continuadamente reprodu-
zido no mesmo laboratério e em laboratérios diferentes. A fiabilidade é avaliada com base nos valores calculados das
reprodutibilidades intralaboratorial e interlaboratorial (20).

GHS (Sistema Mundial Harmonizado de Classificacio e Rotulagem de Produtos Quimicos (ONU)): Sistema que
propde a classificacio dos produtos quimicos (substdncias e misturas) em fun¢do de tipos e niveis normalizados de
perigos fisicos, sanitdrios e ambientais e trata ainda dos correspondentes elementos de comunicagdo, 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 protecio das pessoas (empregadores,
trabalhadores, transportadores, consumidores, pessoal dos servicos de emergéncia, etc.) e do ambiente (1).

IATA: Abordagem integrada de ensaio e avaliagdo.

Mistura: Uma mistura ou solugdo composta por duas ou mais substincias.
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Substincia monocomponente: Substincia, definida pela sua composicio quantitativa, da 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 prin-
cipais componentes estd presente numa concentragio > 10 % (m/m) e < 80 % (m/m). As substancias multicomponentes
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 substincias, sem reagdo quimica. As substincias multicomponentes resultam
de reacdes quimicas.

NC: Nio corrosivo.

Normas de desempenho: Normas associadas a um método de ensaio validado com base nas quais pode ser avaliada a
comparabilidade de um método de ensaio proposto que lhe seja funcional e mecanisticamente similar. Incluem: (i)
componentes essenciais do método de ensaio; (ii) uma lista minima de produtos quimicos de referéncia, escolhidos de
entre os produtos quimicos utilizados para demonstrar o desempenho aceitdvel do método de ensaio validado; e (iii)
niveis de fiabilidade e exatiddo semelhantes, baseados no que foi obtido para o método de ensaio validado, que o método
de ensaio proposto deve demonstrar quando avaliado pela utilizagdo da lista minima de produtos quimicos de referéncia.

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

Resisténcia elétrica transcutinea (RET): Valor da resisténcia em kQ medido para a impedancia elétrica da pele. Trata-se
de um método simples e robusto de avaliacio da fungdo de barreira por meio do registo do fluxo idnico através da pele
com uma ponte de Wheatstone.

Sensibilidade: Propor¢io dos produtos quimicos positivos/ativos que sdo corretamente classificados pelo método de
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 avaliacdo da adequagdo do método de ensaio (20).

Série (de ensaio): Um tnico produto quimico em estudo testado simultaneamente num minimo de trés discos de pele.

Substincia: um elemento quimico e os seus compostos no estado natural ou obtido por qualquer processo de producio,
incluindo qualquer aditivo necessirio para preservar a sua estabilidade e qualquer impureza derivada do processo
utilizado, mas excluindo qualquer solvente que possa ser separado sem afetar a estabilidade da substincia nem modificar
a sua composicdo.

UVCB: Substincias de composi¢do desconhecida ou varidvel, produtos de reagdo complexos ou materiais bioldgicos.»
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(6) Na parte B, o capitulo B.40.A passa a ter a seguinte redacio:

«B.40.A. CORROSAO DA PELE IN VITRO: METODO DE ENSAIO COM EPIDERME HUMANA RECONSTRUIDA (RHE)
INTRODUCAO

1. O presente método de ensaio é equivalente a Test Guideline (TG) 431 (2016) da OCDE. Entende-se por corrosio
da pele a producdo de danos irreversiveis nos tecidos cutineos, que se manifestam como necrose visivel em
toda a epiderme e atingindo a derme, por aplicagdo de um produto quimico em estudo [definido pelo Sistema
Mundial Harmonizado de Classificacio e Rotulagem de Produtos Quimicos da ONU (GHS) (1) e pelo Regula-
mento (UE) n.° 1272/2008 da Unido Europeia relativo a classificagio, rotulagem e embalagem de substincias e
misturas (CRE) (1)]. O presente método de ensaio B.40bis atualizado prevé um procedimento in vitro que
permite a identificacdo de substincias e misturas corrosivas e ndo corrosivas em conformidade com o sistema
GHS da ONU e com o CRE. Permite igualmente uma subcategorizagdo parcial de substincias corrosivas.

2. A determina¢do do potencial de corrosio cutinea de produtos quimicos tem normalmente recorrido a animais
de laboratério (método B.4 ao TG 404 da OCDE originalmente adotado em 1981 e revisto em 1992, 2002 e
2015) (2). Para além do presente método de ensaio B.40bis, foram validados e adotados dois outros métodos
para o ensaio in vitro do potencial de corrosio da pele dos produtos quimicos, como o método B.40 (equi-
valente a0 método TG 430 da OCDE) (3) e o método B.65 (equivalente ao método TG 435 da OCDE) (4). Além
disso, foi adotado o método B.46 (equivalente a Test Guideline TG 439 da OCDE) (5) para o ensaio in vitro do
potencial de irritacio cutdnea. Um documento de orientagio da OCDE sobre abordagens integradas de ensaio e
avaliacio (IATA) para a corrosio e corrosdo da pele descreve vdrios mddulos que agrupam as fontes de
informacio e os instrumentos de andlise e fornece orienta¢des sobre: i) como integrar e utilizar os ensaios
existentes e os dados n3o obtidos no ensaio de avaliagio de potenciais de produtos quimicos em
termos de irritagdo cutinea e de corrosio cutanea e ii) propor uma abordagem na necessidade de ensaios
complementares (6).

3. O presente método de ensaio incide na corrosdo cutinea no ser humano. Utiliza a epiderme humana recons-
truida (obtida a partir de queratindcitos de epiderme humana ndo transformados) que reproduz com rigor as
propriedades histoldgicas, morfoldgicas, bioquimicas e fisiologicas das partes superiores da pele humana, isto é,
da epiderme. A diretriz de ensaio da OCDE foi adotada inicialmente em 2004 e atualizada em 2013, a fim de
incluir métodos de ensaio adicionais utilizando modelos de epiderme humana reconstruida e a possibilidade de
utilizar os métodos de apoio a subcategorizagdo de produtos quimicos corrosivos e de novo atualizada em
2015 para ter em conta o documento de orientacio da IATA e para introduzir a utilizagio de um procedi-
mento alternativo para a medigdo da viabilidade.

4. O presente método inclui quatro modelos validados comercialmente disponiveis de epiderme humana recons-
truida. Foram realizados estudos de pré-validagdo (7), seguidos de um estudo de validagdo formal para avaliar a
corrosdo da pele (8) (9) (10) (12) relativamente a dois desses modelos de ensaio comercialmente disponiveis, o
método Modelo Normalizado de EpiSkin™ e o método Ensaio de corrosividade cutdnea EpiDerm™ (EPI-200),
referidos no texto como métodos de referéncia validados — MRV. O resultado destes estudos levou a recomen-
dacdo de que os dois MRV supramencionados podem ser utilizados para fins normativos para distinguir as
substancias corrosivas (C) das substancias ndo corrosivas (NC) e de que o método EpiSkin™ pode, além disso,
ser utilizado para apoiar a subcategorizacio das substincias corrosivas (13) (14) (15). Dois outros modelos de
ensaio de corrosdo cutinea in vitro em epiderme humana reconstruida disponiveis comercialmente em corrosdo
cutdnea in vitro tém mostrado resultados similares a0 do MRVEpiDerm™ de acordo com a validagdo baseada em
PS (16)(17)(18). Trata-se de SkinEthic™ RHE (?) and epiCS® (anteriormente designado EST-1000), que também
podem ser utilizados para fins normativos, para distinguir substincias corrosivas e ndo corrosivas (19) (20).
Estudos de pos-validagdo realizados pelos produtores do modelo de epiderme humana reconstruida nos anos de
2012 a 2014 com um protocolo aperfeicoado que corrige interferéncias de reducdo MTT inespecifica pelo
produto quimico em estudo permitiram melhorar o desempenho da discriminagdo de C/NC, bem como da
subcategorizagdo de corrosivos (21) (22). Foram realizadas outras andlises estatisticas dos dados pds-validacio
gerados com EpiDerm™ SCT, SkinEthic™ RHE and EpiCS® para identificar modelos previsionais alternativos
que tenham melhorado a capacidade de prever a subcategorizagdo (23).

(") Regulamento (CE) n.° 1272/2008 do Parlamento Europeu e do Conselho, de 16 de dezembro de 2008, relativo a classificacdo,
rotulagem e embalagem de substancias e misturas, que altera e revoga as Diretivas 67/548|CEE e 1999/45/CE, e altera o Regulamento
(CE) n.° 1907/2006, JO L 353 de 31.12.2008.

() A abreviatura RhE (epiderme humana reconstruida) € utilizada para todos os modelos baseados na tecnologia de RhE. A abreviatura
RHE utilizada em conjuncio com o modelo SkinEthic™ significa 0 mesmo, mas, como parte do nome do método de teste especificos
comercializado, é escrito em maitisculas.
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5. Antes de se poder utilizar um método de ensaio proposto de RhE in vitro para a corrosdo da pele similar ou
alterado diferente dos MRV para efeitos normativos, é necessdrio determinar a sua fiabilidade e adequagio
(exatiddo), bem como as limitagdes para a utilizagdo proposta, de modo a garantir a sua similaridade com os
MRV, de acordo com os requisitos das normas de desempenho (15) estabelecidas em conformidade com os
principios do documento de orientagdo n.° 34 da OCDE (25). A aceitagio mitua de dados nos termos do
acordo da OCDE s6 poderd ser garantida no caso de métodos de ensaio novos ou atualizados de acordo com as
normas de desempenho, se estes métodos tiverem sido revistos e incluidos na correspondente diretriz de ensaio
da OCDE. Os modelos de ensaio incluidos nessa diretriz de ensaio podem ser utilizados para satisfazer as
exigéncias dos paises em matéria de resultados dos ensaios sobre o método de ensaio in vitro da corrosio
cutanea, beneficiando simultaneamente da aceitacdo mitua de dados.

DEFINICOES

6. As defini¢des utilizadas constam do apéndice 1.

CONSIDERACOES INICIAIS

7. O presente método de ensaio permite a identificacdo de substincias e misturas corrosivas e ndo corrosivas em
conformidade com o GHS da ONU e com o CRE. Corrobora a subcategorizagdo de substincias e misturas
corrosivas na subcategoria facultativa 1A, em conformidade com o sistema GHS da ONU (1), bem como numa
combinacdo das subcategorias 1B e 1C (21) (22) (23). Uma limitacio deste método é que ndo permite
discriminar entre a subcategoria 1B e a subcategoria 1C, de acordo com o GHS da ONU e com o CRE, devido
ao conjunto limitado de produtos quimicos corrosivos in vivo conhecidos da subcategoria 1C. Os modelos de
ensaio EpiSkin™, EpiDerm™ SCT, SkinEthic™ RHE and epiCS® permitem classificar em subcategorias (ou seja,
1A versus 1B e 1C versus NC)

8. Uma vasta gama de produtos quimicos — principalmente substincias individuais — foi testada, na validagdo, para
apoio dos modelos de ensaio incluidos neste método, utilizados para a identificacdo de substincias corrosivas e
ndo corrosivas; a base de dados empiricos do estudo de validagdo foi constituida por 60 produtos quimicos que
cobrem um vasto leque de classes quimicas (8) (9) (10). Os ensaios para demonstrar a sensibilidade, a
especificidade, a exatiddo e a reprodutibilidade intralaboratorial do ensaio para a subcategorizagio foram
realizados pelos concetores do método; os resultados foram revistos pela OCDE (21) (22) (23). Com base
nos dados globais disponiveis, 0 método de ensaio é aplicdvel a um vasto leque de classes quimicas e de estados
fisicos, incluindo liquidos, semissélidos, sélidos e ceras. Os liquidos podem ser aquosos ou ndo, e os sélidos
podem ser soltveis ou insoltveis na dgua. Sempre que possivel, os sdlidos devem ser moidos em p6 fino antes
da aplicacdo; nenhum outro tratamento prévio da amostra é necessirio. Nos casos em que se possa demonstrar
a inaplicabilidade de modelos de ensaio incluidos neste método a uma categoria especifica de produtos quimicos
em estudo, estes ndo devem ser utilizados para essa categoria especifica de produtos quimicos. Presume-se, além
disso, que o método de ensaio é aplicavel as misturas como extensdo da sua aplicabilidade a substincias. No
entanto, uma vez que as misturas abrangem uma vasta gama de categorias e composicdes e que s se dispde
atualmente de informacdes limitadas sobre a andlise de misturas, nos casos em que se possa demonstrar a
inaplicabilidade do método de ensaio a uma categoria especifica de misturas — por exemplo, na sequéncia de
uma estratégia como a proposta no ponto (26) —, o método de ensaio ndo deve ser utilizado para essa categoria
especifica de misturas. Antes da aplicagio do método a uma mistura para obter dados com fins normativos,
importa ponderar se — e, em caso afirmativo, por que motivo — o mesmo pode proporcionar resultados
adequados para o efeito. Essas considerages ndo sdo necessdrias se existir um requisito normativo para o
ensaio da mistura. Os gases e aerossdis ainda ndo foram avaliados em estudos de validagdo (8) (9) (10). Embora
se possa considerar que podem ser ensaiados utilizando a tecnologia da epiderme humana reconstruida, o
método de ensaio atual ndo permite o ensaio de gases e aerossois.

9. Os produtos quimicos que absorvem luz na mesma gama que o MTT formazano e os produtos quimicos em
estudo capazes de reduzir diretamente o corante vital MTT (MTT formazano) podem interferir nas medicdes da
viabilidade dos tecidos e requerer a aplicagdo de controlos adaptados para correcdes. O tipo de controlos
adaptados que podem ser necessdrios varia em funcdo do tipo de interferéncia resultante do produto quimico
em estudo e do procedimento utilizado para medir o formazano MTT (ver pontos 25 a 31).
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10.

11.

12.

13.

Embora o presente método de ensaio ndo forneca informagdes adequadas sobre a irritacio da pele, deve notar-
-se que o método B.46 aborda especificamente a irritacdo cutinea in vitro e se baseia no mesmo sistema de
ensaio de RhE, embora com outro protocolo (5). Para uma avaliagio completa dos efeitos locais na pele apds
uma exposicdo unica por via dérmica, deve consultar-se o documento de orienta¢des da OCDE relativo a
abordagens integradas de ensaio e avaliagio da OCDE (6). Esta abordagem IATA inclui a realiza¢do de ensaios
de corrosdo cutdnea in vitro (tal como descrito no presente método) e de irritacdo cutinea, antes de ponderar a
realizagdo de ensaios em animais vivos. Sabe-se que a utilizacio de pele humana estd sujeita a condigdes e
argumentos nacionais e internacionais de natureza ética.

PRINCIPIO DO ENSAIO

O produto quimico em estudo é aplicado localmente num modelo tridimensional de epiderme humana recons-
truida, constituido por queratindcitos de epiderme humana nao transformados, cultivados de modo a formarem
um modelo com vérias camadas e altamente diferenciado. Este é constituido por uma camada basal, uma
camada espinhosa e uma camada granulosa organizadas e por um stratum corneum em vdrias camadas, com uma
estrutura lipidica lamelar intercelular representativa das principais classes de lipidos, semelhante ao observado in

yivo.

O método de ensaio RhE baseia-se na premissa de que os produtos quimicos corrosivos podem penetrar no
stratum corneum por difusdo ou erosdo e sdo citotoxicos para as células das camadas subjacentes. A viabilidade
celular é medida por conversio enzimdtica do corante vital MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
-difeniltetrazélio, azul de tiazolilo, n.° CAS 298-93-1] num sal azul de formazano, que é determinado quan-
titativamente depois de extraido dos tecidos (20). Os produtos quimicos corrosivos sdo identificados pela sua
capacidade de reduzir a viabilidade celular abaixo dos limiares definidos (ver pontos 35 e 36). O método de
ensaio de corrosdo cutanea baseado na epiderme humana reconstruida revelou-se capaz de prever efeitos de
corrosdo da pele in vivo avaliados em coelhos, de acordo com o método de ensaio B.4 (2).

DEMONSTRACAO DE COMPETENCIA

Antes de utilizarem de forma rotineira qualquer um dos quatro modelos de ensaio de epiderme humana
reconstruida validados conformes com o presente método de ensaio, os laboratérios devem demonstrar a
sua competéncia técnica, classificando corretamente as doze substancias de referéncia enumeradas no quadro
1. Caso seja utilizado um método para subclassificacio, deve também demonstrar-se a correta subcategorizagio.
Caso uma substancia constante da lista esteja indisponivel ou sempre que se justifique, pode utilizar-se outra
substancia para a qual existam dados adequados de referéncia in vivo e in vitro — por exemplo, da lista de
produtos quimicos de referéncia (24) —, desde que sejam aplicados os critérios de sele¢do descritos no quadro 1.

Quadro 1

Lista de substincias de referéncia (!)

Categoria
GHS da MRV Cat.
ONU/CRE | Com base MTT
Substancia N.° CAS Classe quimica (3| Com base em Estado fisico
em resultados in redutor )
resultados in|  vitro (*)
vivo (3)
Subcategoria 1A Corrosivos in vivo
Acido bromoacético 79-08-3 Acido organi- 1A (3) 1A — S
co
Trifluoreto de boro di-hi- | 13319-75-0 | Acido inorga- 1A (3) 1A — L
dratado nico
Fenol 108-95-2 Fenol 1A (3) 1A — S
Cloreto de dicloroacetilo 79-36-7 Eletréfilo 1A (3) 1A — L
Combinagdo das subcategorias 1B e 1C de corrosivos in vivo
Acido glioxilico mono-hi- | 563-96-2 | Acido organi- | 1B e 1C | (3) 1B e — S
dratado co 1C
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Substancia

N.° CAS

Classe quimica (?)

Categoria
GHS da
ONUJCRE
Com base
em
resultados in
vivo (3)

MRV Cat.
Com base
em
resultados in
vitro (%)

MTT
redutor (°)

Estado fisico

S

=

beategoria 1A Corr

0Sivos in vivo

Acido latico

598-82-3

Acido organi-
co

1B e 1C

(3) 1B e
1C

Etanolamina

141-43-5

Base organica

1B

(3) 1B e

Sim

Viscoso

Acido cloridrico (14,4 %)

7647-01-0

Acido inorga-

1B e 1C

nico

Nao corrosivos in vivo

103-63-9 Eletrofilo NC ( Sim
584-13-4 NC (
3446-89-7 (

(

143-07-7

Brometo de fenetilo
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Abreviaturas: N.° CAS = ndmero de registo do Chemical Abstracts Service; MRV = método de referéncia validado; NC = Néo

Corrosivo; S = sélido; L = liquido

(") As substincias de referéncia, divididas, em primeiro lugar, em substancias corrosivas e ndo corrosivas e, depois, em
subcategorias de corrosio e em classes quimicas, foram selecionadas a partir das substincias utilizadas nos estudos de
validagio ECVAM do EpiSkin™ e do EpiDerm™ (8) (9) (10), como em estudos pos-validacio baseados em dados
fornecidos pelos criadores do EpiSkin™ (22), do EpiDerm™, do SkinEthic™ e do epiCS® (23). Salvo indicacio em
contrério, as substincias foram ensaiadas com o grau pureza da sua forma comercial (8) (10). A selecdo inclui, na medida
do possivel, substancias: (i) representativas da gama de respostas de corrosividade (p. ex., ndo corrosivas; fraca a forte
corrosio) que o MRV ¢é capaz de medir ou prever; (i) representativas das classes de produtos quimicos utilizados nos
estudos de validacdo; (iii) com estruturas quimicas bem definidas; (iv) que induzam resultados reprodutiveis no MRV; (v)
que induzam resultados definitivos no método de ensaio de referéncia in vivo; (vi) disponiveis nos circuitos comerciais; e
(vii) sem custos de eliminagdo proibitivos.

(3) Classe quimica atribuida por Barratt et al. (8).

(®) Os grupos de embalagem ONU correspondentes sio, respetivamente, o I, II e III para as categorias 1A, 1B e 1C do GHS da
ONUJCRE.

(*) As previsdes in vitro de MRV validados contantes deste quadro foram obtidas com os modelos de ensaio EpiSkin™ e
EpiDerm™(MRV) nos ensaios de pos-validacio realizados pelos concetores do método de ensaio.

(*) Os valores de viabilidade obtidos nos estudos de validagdo de corrosio cutdnea do ECVAM ndo foram corrigidos para
redugdo direta do MTT (ndo foram realizados controlos aos animais mortos nos estudos de validacdo). No entanto, os
dados pos-validagdo gerados pelos concetores dos métodos de ensaio que se apresentam neste quadro foram obtidos com
base em controlos adaptados (23).

14. No ambito da confirmagio de competéncia, recomenda-se que o utilizador verifique, apds a rececdo dos tecidos,
as propriedades de barreira dos mesmos, especificadas pelo produtor do modelo de epiderme humana recons-
truida. Este aspeto é especialmente importante se os tecidos forem expedidos a longas distdncias ou demorarem
muito tempo a chegar. A partir do momento em que um método de ensaio esteja implantado e tenha sido
demonstrada competéncia para utilizd-lo, ndo ¢é necessario efetuar por rotina a referida verificagio. Recomenda-
-se, contudo, que, ao utilizar um método de ensaio, se continue a avaliar periodicamente as propriedades de

barreira.
PROCEDIMENTO

15. Apresenta-se em seguida uma descri¢do genérica dos componentes e procedimentos dos modelos de ensaio de
epiderme humana reconstruida para avaliagdo da corrosdo cutdnea abrangidos pelo presente método de ensaio.
Os modelos de epiderme humana reconstruida aprovados como cientificamente vélidos para utilizagdo neste
método de ensaio, ou seja, os modelos EpiSkin™ (SM), EpiDerm™ (EPI-200), SkinEthic RHE™ e epiCS®
(16)(17)(19)(28)(29)(30)(31)(32)(33), podem ser obtidos nos circuitos comerciais. Os procedimentos operacio-
nais normalizados (PON) para estes quatro modelos de epiderme humana reconstruida estdo disponiveis (34)
(35) (36) (37); os principais componentes de método de ensaio sdo resumidos no apéndice 2. Recomenda-se
que o respetivo PON seja consultado aquando da implementagio e utilizacgio de um desses modelos no
laboratério. Os ensaios com os quatro modelos de ensaio de epiderme humana reconstruida abrangidos por
este método devem respeitar o seguinte:
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COMPONENTES DO METODO DE ENSAIO DE EPIDERME HUMANA RECONSTRUIDA

Condicdes gerais

16. Na reconstrugio do epitélio, utilizam-se queratinécitos humanos ndo transformados. Devem estar presentes
vérias camadas de células epiteliais vidveis (camada basal, camada espinhosa, camada granulosa), sob um stratum
corneum funcional. Este dltimo deve ter vdrias camadas e possuir um perfil lipidico que permita estabelecer uma
barreira funcional suficientemente robusta para resistir a uma penetragio rdpida de produtos quimicos marca-
dores citotdxicos, por exemplo, SDS ou o Triton X-100. Deve demonstrar-se a fungio de barreira, que pode ser
avaliada determinando a concentragdo a qual o produto quimico de referéncia reduz a viabilidade dos tecidos
em 50 % (IC50) apés um tempo de exposicdo fixo, ou determinando o tempo de exposicdo necessirio para
reduzir a viabilidade celular em 50 % (EFs(), mediante a aplicagio do produto quimico de referéncia a uma
concentragdo especificada e fixa (ver ponto 18). As propriedades de conten¢do do modelo de epiderme humana
reconstruida devem impedir a passagem de matéria para o tecido vidvel por contorno do stratum corneum, que
redundaria numa modelagdo deficiente da exposi¢do cutinea. O modelo de epiderme humana reconstruida ndo
deve estar contaminado por bactérias, virus, micoplasmas ou fungos.

Condicdes funcionais

Viabilidade

17. O ensaio MTS (27) ¢é utilizado para quantificar a viabilidade dos tecidos. As células vidveis do tecido de
epiderme humana reconstruida reduzem o corante vital MTT a um precipitado azul de formazano que é depois
extraido do tecido com isopropanol ou um solvente semelhante. A densidade dtica do solvente de extracdo deve
ser suficientemente reduzida (DO < 0,1). O formazano extraido pode ser quantificado utilizando um método de
medicdo da absorvincia normalizado ou espetrofotometria HPLC/UPLC (38). Os utilizadores do modelo de
epiderme humana reconstruida devem garantir que cada lote de epiderme humana reconstruida utilizado
preenche os critérios de controlo negativo. O concetor/fornecedor de epiderme humana reconstruida deve
estabelecer um intervalo de aceitabilidade (limite superior e inferior) para os valores de controlo negativo da
densidade dtica. Apresentam-se no quadro 2 os intervalos de aceitabilidade dos valores de controlo negativo da
densidade otica para os quatro modelos de ensaio validados incluidos no presente método de ensaio. Um
utilizador de espetrofotometria HPLC/UPLC deve utilizar as gamas de controlo negativo da densidade otica
indicadas no quadro 2 como critério de aceitagdo para o controlo negativo. Deve documentar-se a estabilidade
em cultura dos tecidos tratados com controlo negativo durante o periodo de exposi¢io (fornecer medigdes de
densidade Otica pertinentes).

Quadro 2

Intervalos de aceitabilidade dos valores de controlo negativo da densidade Gtica para controlo da

qualidade dos lotes

Limite inferior de aceitabilidade Limite superior de aceitabilidade
EpiSkin™ (SM) >0,6 <15
EpiDerm™ SCT (EPI-200). >0,8 <28
SkinEthic™ RHE >0,8 <30
epiCS® >0,8 <28

Fungdo de barreira

18. O stratum corneum e a sua composi¢do lipidica devem ser suficientes para resistir a uma penetragio rdpida de
certos produtos quimicos marcadores citotéxicos (por exemplo, SDS ou Triton X-100), estimada com base na
IC5y ou no ETsq (quadro 3). A funcdo de barreira de cada lote do modelo de epiderme humana reconstruida
deve ser demonstrada pelo concetor/vendedor do modelo de epiderme humana reconstruida aquando da
entrega dos tecidos ao utilizador final (ver ponto 21).
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Morfologia

19. No contexto do exame histolégico do modelo RhE, a estrutura multicamadas andloga da epiderme humana deve
conter camada basal, camada espinhosa, camada granulosa e stratum corneum, e exibir um perfil lipidico similar
ao perfil lipidico da epiderme humana. O perfil histologico de cada lote do modelo de epiderme humana
reconstruida deve ser fornecido pelo concetor/vendedor do modelo de epiderme humana reconstruida aquando
da entrega dos tecidos ao utilizador final (ver ponto 21).

Reprodutibilidade

20. Os utilizadores do método de ensaio devem demonstrar a reprodutibilidade do mesmo ao longo do tempo,
com os controlos positivos e negativos. Além disso, 0 método de teste deve ser usado somente se o criador/
[fornecedor modelo RhE fornecer dados que demonstrem a reprodutibilidade ao longo do tempo com produtos
quimicos corrosivos e ndo corrosivos, por exemplo, constantes da lista de substancias de referéncia (quadro 1).
Caso seja utilizado um método de ensaio para a subcategorizacdo, deve igualmente demonstrar-se a reprodu-
tibilidade no que respeita a esta dltima.

Controlo de qualidade

21. O modelo de epiderme humana reconstruida s6 deve ser utilizado se o concetor/fornecedor demonstrar que
cada lote do modelo de epiderme humana reconstruida satisfaz determinados critérios de aptiddo, dos quais os
de viabilidade (ponto 17), fungdo de barreira (ponto 18) e morfologia (ponto 19) sdo os mais importantes. Estes
dados sio fornecidos aos utilizadores do método para que estes possam incluir tais informagdes no relatério de
ensaio. SO os resultados obtidos com lotes de tecidos QC aceites podem ser utilizados para a previsdo fidvel da
classificagdo corrosiva. O criador/fornecedor de epiderme humana reconstruida estabelece um intervalo de
aceitabilidade (limite superior e inferior) para ICs5y ou TE;. Indicam-se no quadro 3 os intervalos de aceitabi-
lidade para os quatro modelos de ensaio validados.

Quadro 3

Critérios de controlo da qualidade para liberacio dos lotes

Limite inferior de aceitabilidade Limite superior de aceitabilidade
EpiSkin™ (SM) IC50 = 1,0 mg/ml IC50 = 3,0 mg/ml
(18 horas de tratamento com (SDS)
(33)
EpiDerm™ SCT (EPI-200). ETs5o = 4,0 horas ET5o = 8,7 horas
(1 % Triton X-100) (34)
SkinEthic™ RHE ET5y = 4,0 horas ET5, = 10,0 horas
(1 % Triton X-100) (35)
epiCS® ETs, = 2,0 horas ETso = 7,0 horas
(1 % Triton X-100) (36)

Aplicacio dos produtos quimicos em estudo e de controlo

22. Devem usar-se, pelo menos, dois tecidos replicados para cada produto quimico em estudo, bem como controlos
para cada periodo de exposi¢do. Tanto no caso dos liquidos como dos sdlidos, deve aplicar-se uma quantidade
do produto quimico em estudo suficiente para cobrir uniformemente a superficie da epiderme, evitando uma
dose infinita, ou seja, no minimo 70 ul/cm? ou 30 mg/cm?. Consoante os modelos, a superficie da epiderme
deve ser humidificada com dgua desionizada ou destilada antes da aplicagdo de produtos quimicos sélidos, para
melhorar o contacto entre o produto quimico em estudo e a superficie da epiderme (34) (35) (36) (37). Sempre
que possivel, os s6lidos devem ser aplicados na forma de pé fino. O método de aplicagdo deve ser adequado ao
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produto quimico em estudo — ver, por exemplo, as referéncias (34-37). Apds o periodo de exposi¢do, o produto
em estudo deve ser cuidadosamente removido da superficie da epiderme, por lavagem com uma solugio-
-tampdo aquosa ou uma solucdo a 0,9 % de NaCl. Dependendo de qual dos quatro modelos de ensaio de
epiderme humana reconstruida validados for utilizado, aplicam-se dois ou trés periodos de exposicdo por
produto quimico em estudo (para os quatro modelos vélidos de epiderme humana reconstruida: 3 min e 1
hora; para EpiSkin™ um tempo de exposicdo adicional de 4 horas). Em funcio do modelo de ensaio de
epiderme humana reconstruida e do perfodo de exposicio avaliado, a temperatura de incubagdo durante a
exposi¢do pode variar entre a temperatura ambiente e 37 °C.

23. Cada ensaio deve utilizar amostras de controlo negativas e positivas em paralelo, a fim de demonstrar que a
viabilidade (com controlos negativos), a func¢io de barreira e a consequente sensibilidade (com o produto
quimico de controlo positivo) dos tecidos se situam dentro de um intervalo de aceitabilidade histérico definido.
Os produtos quimicos de controlo positivo propostos sdo o dcido acético glacial ou KOH 8 N, em fungdo do
modelo de epiderme humana reconstruida. E de notar que o KOH 8 N é um redutor direto do MTT e pode
exigir controlos adaptados, como se descreve nos pontos 25 e 26. Os controlos negativos sugeridos sdo uma
solugdo a 0,9 % (m/v) de NaCl ou dgua.

Medicio da viabilidade celular

24. Deve utilizar-se o ensaio do MTT, quantitativo, para medir a viabilidade celular no ambito do presente método
(27). Coloca-se a amostra dos tecidos numa solugdo de MTT de concentragdo apropriada (0,3 ou 1 mg/ml),
durante 3 horas. O precipitado azul de formazano ¢ depois extraido do tecido com um solvente (por exemplo,
isopropanol ou isopropanol acidificado), medindo-se a concentra¢ido de formazano por determinacio da den-
sidade Gtica a 570 nm, utilizando um intervalo de banda de filtro de+30 nm, ou HPLC/espetrofotometria (ver
pontos 30 e 31) (38).

25. Os produtos quimicos em estudo podem interferir com o ensaio do MTT, por redugdo direta do MTT a
formazano, de cor azul, efou por interferéncia das cores, se o produto quimico em estudo absorver natural-
mente, ou devido a processos de tratamento, na mesma gama de DO de formazano (570 +30 nm, principal-
mente produtos quimicos azuis e purpura). Devem realizar-se controlos adicionais para detetar e corrigir uma
possivel interferéncia destes produtos quimicos, como a redugio ndo especifica do MTT (NSMTT) e o controlo
da cor no especifico (NSC) (ver pontos 26-30). Este aspeto é especialmente importante se o produto quimico
em estudo ndo for completamente removido do tecido por lavagem ou penetrar na epiderme, estando presente
nos tecidos quando é realizado o ensaio de viabilidade do MTT. Os PON para os modelos de ensaio (34) (35)
(36) (37) contém uma descrigdo pormenorizada do modo de correcio da redugio direta do MTT e das
interferéncias de agentes corantes.

26. Para identificar os redutores diretos do MTT, adiciona-se cada produto quimico em estudo a um meio MTT
recentemente preparado (34) (35) (36) (37). Se a mistura de MTT que contém o produto quimico em estudo se
tornar azul/ptrpura, considera-se que o produto quimico em estudo reduz diretamente o MTT e é necessdrio
realizar uma verificagdo funcional sobre epiderme ndo vidvel, independentemente da medigdo da absorvancia
normalizada ou do recurso a espetrofotometria HPLC/UPLC. Este controlo funcional complementar utiliza
tecidos mortos que apenas possuem atividade metabdlica residual, mas que absorvem o produto quimico em
estudo a uma taxa semelhante a dos tecidos vidveis. Cada substincia quimica redutora do MTT ¢ aplicada em,
pelo menos, dois replicados dos tecidos sujeitos a occisdo por cada tempo de exposi¢io, que devem ser
submetidos a todo o ensaio de corrosio cutinea. A viabilidade real do tecido é entdo calculada como a
percentagem de viabilidade dos tecidos obtida com os tecidos vivos expostos a0 MTT, menos a percentagem
de reducio ndo especifica do MTT, obtida com os tecidos occisados expostos a0 mesmo redutor do MTT, em
relacio ao controlo negativo concomitante a correcdo do teste (% NSMTT).

27. Para identificar eventuais interferéncias de produtos em estudo quimicos coloridos ou que adquirem cor quando
entram em contacto com a dgua ou com isopropanol, e determinar a necessidade de controlos complementares,
deve efetuar-se uma andlise espetral do produto quimico em estudo dissolvido em dgua (ambiente durante a
exposicdo) efou em isopropanol (solugdo de extracio). Se a solugdo do produto quimico em estudo em dgua
efou em isopropanol absorver luz na gama de 570 +30 nm, devem efetuar-se novos controlos de corante ou,
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em alternativa, recorrer a espetrofotometria HPLC/UPLC, caso em que estes controlos ndo sdo exigidos (ver
pontos 30 e 31). Ao medir a absorvéncia-padrdo, aplica-se o produto quimico colorido em estudo que interfere
em, pelo menos, dois tecidos replicados vidveis por cada perfodo de exposi¢do, os quais sdo sujeitos a um
ensaio de corrosdo integral da pele, mas s3o incubados num meio, em vez de o serem numa solugdo redutora
do MTT, durante a fase de incubagdo do MTT, para se obter um controlo da cor nio especifico (NSCy;,). O
controlo do nivel do NCS;,, tem de ser realizado simultaneamente, ao longo do periodo de exposi¢do, em cada
série de ensaios, por produto quimico colorido, devido a variabilidade bioldgica inerente dos tecidos vivos. A
viabilidade real do tecido é entdo determinada como a percentagem de viabilidade dos tecidos obtida com
tecidos vivos expostos ao produto quimico suscetivel de interferir no ensaio e incubados com a solugdo de
MTT, menos a percentagem de cor ndo especifica obtida com tecidos vivos expostos ao produto quimico que
interfere no ensaio e incubados sem MTT, em simultdneo com a correcdo do ensaio (% de NCS;,.)-

28. Os produtos quimicos em estudo identificados como provocando uma redugdo direta do MTT (ver ponto 26) e
interferéncias de cor (ver ponto 27) exigirdo igualmente um terceiro conjunto de controlos, para além dos
controlos de NSMTT e NCS,,,, descritos nos pontos anteriores, aquando da medi¢do da absorvincia-padrio
(DO). Tal é normalmente o caso dos produtos quimicos de cor escura que interferem com o ensaio do MTT
(por exemplo, de cor azul, plrpura ou preta), uma vez que a sua cor intrinseca impede a avaliacio da
capacidade de reduzirem diretamente o MTT, conforme descrito no ponto 26. Os produtos quimicos em
estudo podem ligar-se a tecidos vivos e sujeitos a occisdo, pelo que o controlo do NSMTT permite ndo s6
corrigir uma potencial redugdo direta do MTT pelo produto quimico em estudo, como também uma interfe-
réncia de cor resultante da ligacdo do produto quimico aos tecidos sujeitos a occisdo. Pode, assim, obter-se uma
dupla correcdo para as interferéncias de cor, uma vez que o controlo NCS,,,, corrige ja as interferéncias de cor
resultantes da ligagdo do produto quimico em estudo aos tecidos vivos. Para evitar uma eventual dupla correcio
para a interferéncia da cor, é necessdrio realizar um terceiro controlo da cor ndo especifico dos tecidos sujeitos a
occisdo («<NSCmorto»). Neste controlo adicional, aplica-se o produto quimico em estudo em, pelo menos, dois
replicados dos tecidos sujeitos a occisdo por periodo de exposicdo, replicados esses que sdo submetidos a
totalidade do procedimento de ensaio, mas s3o incubados com meio durante a etapa de incubagio com MTT,
em vez da solu¢do de MTT. Um tnico NSC,,., controlado € suficiente por produto quimico em estudo,
independentemente do niimero de ensaios ou dos ensaios independentes realizados, mas deve ser realizado em
conjunto com o controlo do NSMTT e, sempre que possivel, com o mesmo lote de tecidos. A viabilidade real
do tecido ¢ entdo calculada como a percentagem de viabilidade dos tecidos obtida com tecidos vivos expostos
ao produto quimico em estudo menos a percentagem de NSMTT menos a percentagem de NSC,;,, mais a
percentagem néo especifica obtida com tecidos mortos expostos ao produto quimico em causa e incubados em
meio sem MTT, calculada em relagdo a amostra do controlo negativo realizado em simultdneo com a corregio
do ensaio (% NSC,,or0)-

29. K importante assinalar que a reducdo ndo especifica do MTT e as interferéncias de cor ndo especificas podem
aumentar as leituras do extrato de tecido acima da gama de linearidade do espetrofotémetro. Nesta base, cada
laboratério deve determinar a gama de linearidade do respetivo espetrofotémetro com o formazano (n.° CAS
57360-69-7), a partir de uma fonte comercial, antes de se iniciar o ensaio de produtos quimicos para fins
regulamentares. Considera-se que a medigdo da absorvancia-padrdo (DO) por recurso a um espetrofotometro é
adequada para avaliar os redutores diretos do MTT e os produtos quimicos que interferem com os mesmos, se
as DO dos extratos de tecidos obtidos com o produto quimico em estudo, sem qualquer corre¢io de reducio
direta do MTT efou da diminuicdo da cor se situarem na gama linear do espetrofotémetro ou se a percentagem
de viabilidade ndo corrigida obtida com o produto quimico em estudo ja o tiver definido como corrosivo (ver
pontos 35 e 36). No entanto, os resultados relativos aos produtos quimicos em estudo que produzem %NSMTT
efou % NSCyy, > 50 % da amostra de controlo negativo devem ser interpretados com prudéncia.

30. No caso dos produtos quimicos coloridos incompativeis com a medigdo da absorvancia-padrio (DO) devido a
interferéncias demasiado fortes com o método MTT, pode recorrer-se a0 método por espetrofotometria HPLC/
JUPLC para determinar o formazano (ver ponto 31) (37). A espetrofotometria HPLC/UPLC deteta a separagdo do
formazano do produto quimico em estudo antes da sua quantificagio (38). Por este motivo, nunca sio
necessarios controlos NSCvivo ou NSCmorto quando se utiliza espetrofotometria HPLC/UPLC, independente-
mente do produto quimico em estudo. Contudo, devem utilizar-se controlos NSMTT se se suspeitar que o
produto quimico em estudo reduz diretamente o MTT, ou se apresentar uma cor que impeca a avaliagdo da
capacidade de reduzir diretamente o MTT (conforme descrito no ponto 26). Caso se utilize a espetrofotometria
HPLC/UPLC para determinar o formazano, a percentagem de viabilidade do tecido é calculada como percen-
tagem de todos os picos de formazano obtidos com tecidos vivos expostos ao produto quimico em estudo em
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relagdo a um pico obtido em paralelo com o controlo negativo. Para os produtos quimicos em estudo capazes
de reduzir diretamente o MTT, a viabilidade dos tecidos é calculada como a percentagem de viabilidade dos
tecidos obtida com tecidos vivos expostos ao produto quimico em estudo menos a percentagem de NSMTT. Por
ltimo, é de referir que ndo é possivel avaliar os redutores diretos do MTT, passiveis de interferirem também
com as cores, retidos nos tecidos apds o tratamento e que reduzem o MTT de tal forma que conduzem a DO
(utilizando a medida normal de DO) ou dreas de picos (utilizando espetrofotometria UPLC/HPLC) fora do
intervalo de linearidade dos aparelhos, embora tais ocorréncias sejam muito raras.

31. A espetrofotometria HPLC/UPLC pode também ser utilizada para a determinacdo de formazano com todos os
tipos de produtos quimicos em estudo (redutores de MTT ou ndo) (38). Devido a diversidade dos sistemas de
espetrofotometria HPLC/UPLC, a qualificacdo do sistema de espetrofotometria HPLC/UPLC deve ser demonstrada
antes da sua utilizagdo para quantificar o formazano em extratos de tecidos através do cumprimento dos
critérios de aceitacdo de um conjunto de pardmetros de qualificagio normalizados baseados descritos na U.S.
Food and Drug Administration guidance for industry on bio-analytical method validation. Estes pardmetros-chave e os
respetivos critérios de aceitagdo constam do apéndice 4. Se forem cumpridos os critérios de aceitagdo definidos
neste apéndice, considera-se o sistema de espetrofotometria HPLC/UPLC qualificado para medir o formazano
nas condi¢des experimentais descritas no presente método de ensaio.

Critérios de aceitabilidade

32. Para cada método de ensaio que utiliza modelos vélidos de epiderme humana reconstruida, os tecidos tratados
com o controlo negativo devem apresentar uma densidade ética que reflita a qualidade dos tecidos descrita no
quadro 2 e ndo estar abaixo dos limites historicos. Os tecidos tratados com o controlo positivo (dcido acético
glacial ou KOH 8 N) devem refletir a capacidade de resposta a um produto quimico corrosivo nas condigdes do
modelo de teste (ver apéndice 2). A variabilidade entre os tecidos replicados do produto quimico em estudo
efou dos produtos quimicos de controlo deve situar-se dentro dos limites aceites para cada modelo valido de
epiderme humana reconstruida (ver apéndice 2); por exemplo, a diferenca de viabilidade entre os dois tecidos
replicados ndo deve exceder 30 %. Se o controlo, negativo ou positivo, estiver fora do intervalos aceites, a série
de ensaios ¢ considerada ndo qualificada e deve ser repetida. Se a variabilidade dos produtos quimicos em
estudo se situar fora do intervalo definido, os ensaios devem ser repetidos.

Interpretacio dos resultados e modelo de previsio

33. Os valores de densidade ética obtidos para cada produto quimico em estudo devem ser utilizados para calcular
a percentagem de viabilidade relativa ao controlo negativo, fixada em 100 %. Caso se recorra a espetrofotome-
tria HPLC/UPLC, a percentagem de viabilidade do tecido é calculada como a percentagem de todos os picos de
formazano obtidos com tecidos vivos expostos ao produto quimico em estudo em relagdo a um pico obtido em
paralelo, com o controlo negativo. Os valores percentuais do limiar de viabilidade celular que distinguem os
produtos quimicos em estudo corrosivos dos ndo corrosivos (ou diferenciam subcategorias de produtos cor-
rosivos) sdo definidos nos pontos 35 e 36 para cada um dos modelos de ensaio abrangidos por este método, e
devem ser utilizados para interpretar os resultados.

34. Se a classificacdo resultante for inequivoca, deve bastar um tnico ensaio composto por, pelo menos, dois
tecidos replicados para o produto quimico em estudo. No entanto, em caso de resultados inconclusivos (por
exemplo, medi¢des discordantes dos replicados), pode ponderar-se efetuar uma segunda série de ensaios, bem
como uma terceira, se os resultados das duas primeiras séries forem discordantes.



26.9.2019 Jornal Oficial da Unido Europeia L 24779

35. O modelo de previsio do modelo de ensaio de corrosio cutinea EpiSkin™ (9) (34) (22), associado ao sistema
de classificagio GHS da ONU/CRE, ¢ apresentado no quadro 4:

Quadro 4
Modelo de previsio de EpiSkin™

Viabilidade medida apds o tempo de exposicdo (t = 3, 60 e 240 minutos) Previsdo a ter em conta

<35 % apds 3 min de exposi¢do Corrosivo:

*Subcategoria facultativa 1A (¥)

> 35 % apds 3 min de exposi¢do Corrosivo:

<35 % ap6s 60 min de exposi¢io *Uma combinagdo das subcategorias facul-
ou tativas 1B e 1C

> 35 % ap6s 60 min de exposi¢io

<35 % apds 240 min de exposi¢io

> 35 % ap6s 240 min de exposi¢io Nio corrosivo

(*) De acordo com os dados gerados para avaliar a utilidade dos modelos de ensaio de epiderme humana reconstruida,
demonstrou-se que cerca de 22 % dos resultados da subcategoria 1A do modelo de teste EpiSkin™ podem, na realidade,
inserir-se nas subcategorias 1B ou 1C de substancias/misturas (constituindo, assim, sobreclassifica¢des) (ver apéndice 3).

36. Os modelos de previsio para os modelos de ensaios de corrosdo cutinea de EpiDerm™ SCT (10)(23)(35), the
SkinEthic™ RHE (17)(18) (23) (36) e epiCS® (16)(23)(37), associados ao sistema de classificagio GHS da
ONUJCRE, sdo apresentados no quadro 5:

Quadro 5
EpiDerm™ SCT, SkinEthic™ RHE e epiCS®

Viabilidade medida apds o tempo de exposi¢do (t = 3 e 60

. Previsdo a ter em conta
minutos)

ETAPA 1 para os métodos EpiDerm™ SCT, for SkinEthic™ RHE and epiCS®

<50 % apds 3 min de exposigdo Corrosivo

> 50 % apds 3 min de exposi¢io E Corrosivo
<15 % apds 60 min de exposi¢io

> 50 % apds 3 min de exposicio E Nio corrosivo
> 15 % apds 60 min de exposi¢io

ETAPA 2 para o método EpiDerm™ SCT — para substancias/misturas identificadas como corrosivas na etapa 1

<25 % ap6s 3 min de exposicdo Subcategoria facultativa 1A*
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Viabilidade medida apds o tempo de exposicdo (t = 3 e 60

. Previsdo a ter em conta
minutos)

ETAPA 1 para os métodos EpiDerm™ SCT, for SkinEthic™ RHE and epiCS®

> 25 % apds 3 min de exposigdo Uma combinagdo das subcategorias facultativas 1B e
1C

ETAPA 2 para SkinEthic™ RHE — para substincias/misturas identificadas como corrosivas na etapa 1

<18 % apds 3 min de exposicdo Subcategoria facultativa 1A*
> 18 % apds 3 min de exposigdo Uma combinagdo das subcategorias facultativas 1B e
1C

ETAPA 2 para epiCS ® — para substincias/misturas identificadas como corrosivas na etapa 1

<15 % apds 3 min de exposicdo Subcategoria facultativa 1A*
> 15 % apds 3 min de exposi¢do Uma combinagdo das subcategorias facultativas 1B e
1C

DADOS E RELATORIOS
Dados

37. Para cada ensaio, devem ser apresentados num quadro os dados respeitantes a cada replicado de tecido (por
exemplo, valores de densidade dtica e percentagens de viabilidade celular calculadas para cada produto quimico
em estudo, bem como a classificacio correspondente), incluindo os dados relativos as repeticdes de ensaios
eventualmente efetuadas. Além disso, devem ser comunicados os meios e intervalos de viabilidade e os CV entre
os tecidos replicados, para cada ensaio. Para cada produto quimico em estudo, devem indicar-se as interagdes
observadas com o reagente MTT por redutores diretos deste ou por produtos quimicos com cor.

Relatdrio de ensaio

38. O relatério de ensaio deve conter as seguintes informacdes:
Produtos quimicos em estudo e de controlo

— Substancia monocomponente: dados de identificagio quimica, como as denominagdes IUPAC ou CAS,
nimero CAS, cédigo SMILES ou InChl, férmula estrutural, pureza, identidade quimica das impurezas,
caso se justifique e seja exequivel, etc.;

— Substancia multicomponentes, UVCB e mistura: caracterizada, na medida do possivel, pela identidade
quimica (ver acima), ocorréncia quantitativa e principais propriedades fisico-quimicas dos componentes;

— Aspeto fisico, hidrossolubilidade e outras propriedades fisico-quimicas pertinentes;
— Proveniéncia, ntimero do lote, se disponiveis;
— Tratamento do produto quimico em estudo/substancia de controlo antes do ensaio, se for o caso;

— Estabilidade do produto quimico em estudo, data-limite de utilizacdo ou data de reandlise, se conhecidas.
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— Condigdes de armazenagem.

Modelo de epiderme humana reconstruida, protocolo utilizado e fundamentagio do mesmo (se aplicdvel)

Condigdes de realizagio do ensaio

— Modelo de epiderme humana reconstruida utilizado (incluindo ndmero do lote);

— Informagdes sobre a calibragio do dispositivo de medi¢io (por exemplo, espetrofotémetro), o comprimento
de onda e a gama de comprimentos de onda (se pertinente) utilizados para a quantificacdo do MTT
formazano, e o intervalo de linearidade do dispositivo de medigio;

— Descricdo do método utilizado para quantificar o MTT formazano;

— Descricdo da qualificagdo do sistema de sistema de espetrofotometria HPLC/UPLC, se pertinente;

— Informagdes completas que substanciem o modelo especifico de epiderme humana reconstruida utilizado,
incluindo dados sobre o desempenho do mesmo. Tal deve incluir, nomeadamente, o seguinte:

i) Viabilidade;

ii) Funcio de barreira;

i) Morfologia;

iv) Capacidade de reprodutibilidade e de previsio;

v) Controlos de qualidade (CQ) do modelo;

— Referéncia a dados anteriormente publicados sobre o modelo; tal deve incluir, nomeadamente, o seguinte
Aceitabilidade dos dados de controlo de qualidade relativamente a dados histéricos de lotes;

— Demonstracio da competéncia na execugio do método de ensaio antes da sua utilizagdo por rotina através
do ensaio das substancias de referéncia.

Procedimento de ensaio

— Pormenores sobre o procedimento de ensaio utilizado (incluindo procedimentos de lavagem utilizados apds
o periodo de exposi¢do);

— Doses do produto quimico em estudo e dos produtos quimicos de controlo utilizados;

— Duragdo do(s) periodo(s) de exposicdo e temperatura(s) de exposi¢do;

— Indica¢do dos controlos utilizados nos redutores diretos do MTT efou dos produtos quimicos em estudo que
apresentem coloragdo, se aplicavel;
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— Nimero de replicados de tecidos utilizados por cada produto quimico em estudo e de controlo (CP,
controlo negativo, NSMTT e NSC-vivo e NSC-morto, se aplicvel), por periodo de exposicio;

— Descricdo do modelo de critérios[previsio de decisio aplicado com base no modelo de epiderme humana
reconstruida utilizado;

— Descrigdo de eventuais modificacdes do procedimento de ensaio (incluindo os procedimentos de lavagem).

Critérios de aceitagdo de série de ensaios e de ensaios

— Valores médios dos controlos positivos e negativos e intervalos de aceitagio com base em dados histdricos;

— Variabilidade aceitdvel entre os tecidos replicados para os controlos positivos e negativos;

— Variabilidade aceitdvel entre os tecidos replicados para o produto quimico em estudo.

Resultados

— Quadro com os dados correspondentes aos produtos quimicos em estudo e aos controlos, para cada periodo
de exposicdo, cada série de ensaios e cada série e cada medigdo de replicados, incluindo a densidade dtica
(DO) ou a zona do pico do formazano, a percentagem de viabilidade dos tecidos, a percentagem média de
viabilidade dos tecidos, diferencas entre os replicados, ou, se for caso disso, DP efou CV;

— Quadro com os dados correspondentes aos produtos quimicos em estudo e aos controlos, para cada periodo
de exposi¢io, cada série de ensaios e cada série e cada medigdo de replicados, incluindo a densidade dtica
(DO) ou a zona do pico do formazano, a percentagem de viabilidade dos tecidos, a percentagem média de
viabilidade dos tecidos, diferencas entre os replicados, ou, se for caso disso, DP efou os CV;

— Resultados obtidos com ofs) produto(s) quimico(s) em estudo e produtos quimicos de controlo a luz dos
critérios de aceitacdo de ensaios e séries de ensaios definidos;

— Descricdo de outros efeitos eventualmente observados;

— Classificagdo atribuida, mencionando o modelo de previsio ou os critérios de decisio utilizados.

Discussdo dos resultados

Conclusdes
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Apéndice 1
DEFINICOES

Adequacio: Relagio do método de ensaio com o efeito em causa; pertinéncia e utilidade do ensaio para o fim em vista.
Traduz a medida em que o método de ensaio mede ou prevé corretamente o efeito bioldgico em causa. A adequacio
compreende a exatiddo (concordédncia) do método de ensaio (25).

Concordincia: Mede o desempenho do método de ensaio no caso dos métodos cujos resultados sejam estabelecidos em
funcdo de categorias e constitui um dos aspetos da adequacdo. Este termo e o termo «exatiddo» sdo muitas vezes
utilizados indistintamente para indicar a proporc¢do de produtos quimicos testados que sio corretamente classificados
como positivos ou negativos. A concordéncia é altamente dependente da prevaléncia do produto quimico em estudos
positivos para o tipo de produto quimico em estudo (25).

Controlo NSC,,..,: Controlo de cor ndo especifico em tecidos mortos.

Controlo NSC,;,,: Controlo da cor ndo especifico nos tecidos vivos.

Corrosdo da pele in vivo: Produgio de danos irreversiveis a pele, nomeadamente a necrose visivel da epiderme,
prolongando-se para a derme, ap6s a aplicacio de um produto quimico em estudo durante um mdaximo de quatro
horas. As reacdes corrosivas tipicas sdo tlceras, sangramento, crostas ensanguentadas e, apds o periodo de observagdo de
14 dias, empalidecimento devido a descoloragdo da pele, dreas alargadas de alopecia e cicatrizes. As lesdes duvidosas
poderdo ser esclarecidas por métodos histopatoldgicos.

CP: Controlo positivo, 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 no tempo da reagdo a
esta amostra de controlo, essa reacdo ndo deve ser excessivamente positiva.

DO: Densidade 6tica.

Dose infinita: Quantidade de produto quimico em estudo aplicada a epiderme que excede a quantidade necessdria para
cobrir completa e uniformemente a superficie da epiderme.

Especificidade: Proporcio dos produtos quimicos negativos/inativos que sdo corretamente classificados pelo método de
ensajo. Constitui uma medida da exatiddo de um método de ensaio cujos resultados sejam estabelecidos em funcio de
categorias e ¢ um aspeto importante a ter em conta na avaliagdo da adequagdo do método de ensaio (25).

Exatiddo: Grau de acordo entre os resultados do método de ensaio e os valores de referéncia aceites. Constitui uma
medida do desempenho do método e um dos aspetos da adequagdo. Este termo e o termo «concorddncia» sio muitas
vezes utilizados indistintamente para indicar a proporcio de resultados corretos de um método de ensaio (25).

ETs5q: Pode ser estimado determinando o tempo de exposi¢do necessdrio para reduzir a viabilidade celular em 50 %, apds
aplicagdo de uma dada concentracio fixa de um marcador quimico; ver também 1Cs,.

Fiabilidade: Medida em que, utilizando o mesmo protocolo, um método de ensaio pode ser continuadamente reprodu-
zido no mesmo laboratério e em laboratérios diferentes. A fiabilidade é avaliada com base nos valores calculados das
reprodutibilidades intralaboratorial e interlaboratorial (25).
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GHS (Sistema Mundial Harmonizado de Classificacio e Rotulagem de Produtos Quimicos): Sistema que propde a
classificagdo dos produtos quimicos (substancias e misturas) em funcio de tipos e niveis normalizados de perigos fisicos,
sanitdrios e ambientais e trata ainda dos correspondentes elementos de comunicacdo, 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 protecio das pessoas (empregadores, trabalhadores,
transportadores, consumidores, pessoal dos servicos de emergéncia, etc.) e do ambiente (1).

HPLC: Cromatografia liquida de alta resolugdo.

IATA: Abordagem integrada de ensaio e avaliagdo.

IC;5p: Pode estimar-se através da determinagdo da concentragio a qual um produto quimico de referéncia reduz a
viabilidade dos tecidos em 50 % (IC5) ap6s um tempo de exposi¢do fixo, ver também ETj,.

Mistura: Mistura ou solugdo constituida por duas ou mais substincias que nela nio reagem.

MTT: Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio, azul de tiazolilo.

NC: Nio corrosivo.

Normas de desempenho: Normas associadas a um método de ensaio validado com base nas quais pode ser avaliada a
comparabilidade de um método de ensaio proposto que lhe seja funcional e mecanisticamente similar. Incluem: (i)
componentes essenciais do método de ensaio; (ii) uma lista minima de produtos quimicos de referéncia, escolhidos de
entre os produtos quimicos utilizados para demonstrar o desempenho aceitdvel do método de ensaio validado; e (iii)
niveis de fiabilidade e exatiddo semelhantes, baseados no que foi obtido para o método de ensaio validado, que o método
de ensaio proposto deve demonstrar quando avaliado pela utilizagdo da lista minima de produtos quimicos de referéncia
(25).

NSMTT: Redugdo ndo especifica do MTT.

Produto quimico: Uma substincia ou mistura.

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

Sensibilidade: Propor¢io dos produtos quimicos positivos/ativos que sdo corretamente classificados pelo método de
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 avaliacdo da adequagio do método de ensaio (25).

Série de ensaios: Uma série de ensaios consiste no ensaio de um ou mais produtos quimicos em estudo em simultineo
com um controlo negativo e um controlo positivo.
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Substincia: um elemento quimico e os seus compostos no estado natural ou obtido por qualquer processo de producio,
incluindo qualquer aditivo necessdrio para preservar a sua estabilidade e qualquer impureza derivada do processo
utilizado, mas excluindo qualquer solvente que possa ser separado sem afetar a estabilidade da substancia nem modificar
a sua composigdo.

Substincia monocomponente: Substincia, definida pela sua composicio quantitativa, da qual um dos principais
componentes estd presente num teor de, pelo menos, 80 % (m/m).

Substincia multicomponentes: Substincia, definida pela sua composicdo quantitativa, da qual mais de um dos prin-
cipais componentes estd presente numa concentragdo > 10 % (m/m) e < 80 % (m/m). As substincias multicomponentes
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 substincias, sem reagdo quimica. As substincias multicomponentes resultam
de reagdes quimicas.

UPLC: Cromatografia liquida de muito alta resolucio.

UVCB: Substancias de composicdo desconhecida ou varidvel, produtos de reacdo complexos ou materiais bioldgicos.

Viabilidade celular: Parametro que mede a atividade total de uma populagio celular (por exemplo, em termos de
capacidade das desidrogenases mitocondriais celulares para reduzirem o corante MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-
-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio, azul de tiazolilo]; consoante o indicador determinado e o tipo de ensaio realizado, é possivel
correlacionar a viabilidade celular com o nimero total de células vivas efou a vitalidade dessas células.
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Apéndice 3

DESEMPENHO DOS MODELOS DE ENSAIO PARA SUBCATEGORIZACAO

O quadro seguinte apresenta os desempenhos dos quatro modelos de ensaio, calculados a partir de um conjunto de 80
produtos quimicos testados pelos quatro concetores dos ensaios. Os célculos foram efetuados pelo Secretariado da OCDE,
analisados e aprovados por um subgrupo de peritos (21) (23).

Os modelos de ensaio EpiSkin™, EpiDerm™, SkinEthic™ and epiCS® permitem classificar em subcategorias (ou seja, 1A
versus 1B e 1C versus NC)

Desempenhos, taxas de sobreclassificacdo, taxas de subclassificacio e exatiddo (capacidade de previsio) dos quatro
modelos de ensaio, a partir de um conjunto de 80 produtos quimicos, todos testados em mais de 2 ou 3 séries de
ensaios com cada modelo de ensaio:

ESTATISTICAS SOBRE AS PREVISOES OBTIDAS RELATIVAMENTE AO CONJUNTO DE PRODUTOS
QUIMICOS

(n = 80 produtos quimicos testados em 2 séries de ensaios independentes com epiderme humana reconstruida epiCS ®
ou 3 ensaios independentes com epiderme humana reconstruida EpiDerm™ SCT, EpiSkin™ and SkinEthic™, ou seja,
respetivamente 159 (*) ou 240 classificagdes)

EpiSkin™ EpiDerm™ SkinEthic™ epiCS®
Sobreclassificagdes:
1B e 1C mais sobreclassificados do que 1A 21,50 % 29,0% 31,2 % 32,8 %
NC mais sobreclassificado do que 1B e 1C 20,7 % 23,4 % 27,0% 28,4 %
NC mais sobreclassificado do que 1A 0,00 % 2,7% 0,0 % 0,00 %
Corrosivo sobreclassificado 20,7 % 26,1 % 27,0 % 28,4 %
Taxa global de sobreclassificacio (todas as ca- 17,9 % 23,3 % 24,5 % 25,8 %
tegorias)
Subclassificacoes:
1A menos sobreclassificado do que 1B e 1C 16,7 % 16,7 % 16,7 % 12,5 %
1A menos sobreclassificado do que NC 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 %
1B e 1C menos sobreclassificado do que NC 22% 0,00 % 7,5 % 6,6 %
Taxa global de subclassificacio (todas as cate- 3,3 % 2,5% 54 % 44 %
gorias)
Classificagbes corretas:
1A corretamente classificada 83,3 % 83,3 % 83,3 % 87.5%
1B e 1C corretamente classificadas 76,3 % 71,0 % 61,3% 60,7 %
NC corretamente classificado 79,3 % 73,9 % 73,0 % 71,62 %
Exatiddo global 78,8 % 74,2 % 70 % 69,8 %

NC: Nao corrosivo

(*) um produto quimico foi testado uma vez em epiCS® devido a auséncia de disponibilidade (23)
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Apéndice 4

Pardmetros fundamentais e critérios de aceitagdo para a qualificacdo de um sistema de HPLC/UPLC—espetrofotometria para
a medi¢do de formazano extraido de epiderme humana reconstruida

Parametro

Protocolo derivado do documento de orientagio da FDA
(37) (38)

Critérios de aceitacio

Seletividade

Anélise do isopropanol, branco vivo (extracdo de
isopropanol de tecidos vivos de epiderme humana
reconstruida  sem qualquer tratamento), branco
morto (extragdo de isopropanol de tecidos mortos
de epiderme humana reconstruida sem qualquer
tratamento)

Ar€inerferéncia < 20 % of Area'LLOQ )

Precisdo Controlos de qualidade (MTT formazano a 1,6 | CV < 15% ou < 20 % para o LLOQ
pg/ml, 16 pg/ml e 160 pg/ml) em isopropanol
(n=5)

Exatiddo Controlos de qualidade em isopropanol (n = 5) % Dev < 15 % ou < 20 % para LLOQ

Efeito matriz

Controlos de qualidade em branco vivo (n = 5)

85 % < Efeitos Matriz % < 115 %

Passagem Andlise de isopropanol apés um padrio ULOQ? (3) | Areaysferencia < 20 % of Area;oq
Reprodutibilidade  (intra- | 3 curvas de calibracdo independentes (com base em | Curvas de calibragio: % Dev < 15 %
didria) 6 dilui¢des consecutivas de 1/3 de MTT formazano | ou < 20 % para LLOQ
em islo.propanol, com inicio em ULOQ, isto é, 200 Controlos de qualidade: % Dev <
pg/ml) 15% ¢ CV < 15%
Controlos de qualidade em isopropanol (n = 5)
Reprodutibilidade  (intra- | Dia 1: 1 curva de calibragio e controlos de quali-
didria) dade no isopropanol (n = 3)

Dia 2: 1 curva de calibragdo e controlos de quali-
dade no isopropanol (n = 3)

Dia 3: 1 curva de calibragdo e controlos de quali-
dade no isopropanol (n = 3)

Estabilidade a curto prazo
do MTT formazano em ex-
tratos de tecidos de epi-
derme humana reconstrui-

da

Controlos de qualidade em branco vivo (n = 3),
andlise no dia da preparagdo e apds 24 horas de
armazenagem a temperatura ambiente.

% Dev <

N

15%

Estabilidade a longo prazo
do MTT formazano em ex-
tratos de tecidos de epi-
derme humana reconstrui-
da, se necessario

Controlos de qualidade em branco vivo (n = 3),
andlise no dia da preparacio e apés varios dias
de armazenagem a uma temperatura especificada
(p. ex., 4 °C, — 20 °C, — 80 °C)

% Dev < 15 %»

(") LLOQ: Limite inferior de quantificacdo, definido de forma a abranger 1-2 % de viabilidade dos tecidos, ou seja, 0,8 ug/ml.
() ULOQ: Limite superior de quantificacdo, definido para ser duas vezes superior a mais elevada concentracio de formatazano em
extratos de isopropanol de controlos negativos, isto é, 200 pg/ml.
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(7) Na parte B, o capitulo B.46 passa a ter a seguinte redagdo:
«B.46 IRRITACAO CUTANEA IN VITRO: METODO DE ENSAIO EM EPIDERME HUMANA RECONSTRUIDA

INTRODUCAO

1. O presente método de ensaio é equivalente a Test Guideline (TG) 439 (2015) da OCDE. Entende-se por irritagio
cutdnea a producio de danos reversiveis na pele por aplicacio de um produto quimico em estudo durante, no
méximo, quatro horas [definicio do Sistema Mundial Harmonizado de Classificagdo e Rotulagem de Produtos
Quimicos das Nagdes Unidas (ONU) (GHS) e do Regulamento (CE) n.° 1272/2008 do Parlamento Europeu e do
Conselho, de 16 de dezembro de 2008, relativo a classificagdo, rotulagem e embalagem de substancias e
misturas da Unido Europeia (UE) (). O presente método de ensaio descreve um procedimento in vitro que
pode ser utilizado para identificar os perigos associados a produtos quimicos (substincias e misturas) irritantes,
da categoria 2 dos sistemas GHS da ONU e CRE da UE (2). Pode também ser utilizado para identificar produtos
quimicos ndo classificados nas regides que ndo adotem a categoria 3 — facultativa — do sistema GHS da ONU
(irritantes ligeiros). Assim, consoante o quadro regulamentar e o sistema de classificacdo utilizado, o presente
método pode ser utilizado para determinar o poder de irritacio cutdnea dos produtos quimicos, quer como
ensaio independente alternativo de estudos de irritagdo cutinea in vivo ou como ensaio parcial alternativo no
ambito de uma estratégia de ensaio (3).

2. A determinagdo da irritacdo cutdnea utiliza normalmente animais de laboratério [método de ensaio 4, equiva-
lente a Test Guideline 404 da OCDE, adotada em 1981 e revista em 1992, 2002 e 2015] (4). Para o ensaio de
corrosividade, foram adotados pela UE trés métodos de ensaio in vitro validados, designadamente os métodos de
ensaio B.40 (equivalente a Test Guideline 430 da OCDE), B.40-A (equivalente a Test Guideline 431 da OCDE) e
B.65 (equivalente a Test Guideline 435 da OCDE) (5) (6) (7). Um documento de orientagio da OCDE sobre
abordagens integradas de ensaio e avaliagio (IATA) para a corrosdo e irritagdo da pele descreve varios mddulos
que agrupam diversas fontes de informacio e instrumentos de andlise e fornece orienta¢des sobre (i) como
integrar e utilizar os ensaios existentes e os dados ndo provenientes de ensaios para a avaliagdo dos potenciais
de irritagdo e de corrosdo cutineas dos produtos quimicos e (i) propde uma abordagem quando hd necessidade
de ensaios complementares (3).

3. O presente método de ensaio incide na irritagdo cutinea no ser humano. Baseia-se no sistema de ensaio in vitro
de epiderme humana reconstruida, que reproduz com rigor as propriedades bioquimicas e fisiologicas das
camadas superiores da pele humana, isto ¢, da epiderme. O sistema de ensaio de epiderme humana reconstruida
utiliza queratindcitos humanos derivados, ndo transformados, como fonte de células para reconstruir um
modelo epidérmico com histologia e citoarquitetura representativas. Existem normas de desempenho (ND)
para facilitar a validagio e a avaliagio de métodos similares e modificados de ensaio de epiderme humana
reconstruida, em conformidade com os principios do documento de orientagio 34 da OCDE (8) (9). A diretriz
de ensaio correspondente foi adotada em 2010, atualizada em 2013 — a fim de incluir os modelos adicionais de
epiderme humana reconstruida — e novamente atualizada em 2015, para ter em conta o documento de
orientacio da IATA e introduzir um procedimento alternativo para a determinagdo da viabilidade.

4. Foram realizados estudos de pré-validagdo, otimizagio e validagio para quatro modelos de ensaio in vitro
comercialmente disponiveis (10) (11) (12) (13) (14) (15) (16) (17) (18) (19) (20) (21) (22) (23) (24) (25)
(26) (27) (28) com base no sistema de ensaio de epiderme humana reconstruida (sensibilidade 80 %, especi-
ficidade 70 % e exatiddo 75 %). Estes quatro modelos de ensaio estdo incluidos no presente e constam da lista
do apéndice 2, que também fornece informagdes sobre o tipo de estudo de validagdo utilizado para validar os
respetivos métodos de ensaio. Conforme se indica no apéndice 2, utilizou-se o método de referéncia validado
(MRV) para elaborar o presente método de ensaio e as normas de desempenho (8).

5. A aceitagdo 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 (8), se estes métodos tiverem sido analisados e
adotados pela OCDE. Os modelos incluidos neste método de ensaio, bem como a correspondente Test Guideline,
podem ser utilizados indiscriminadamente para satisfazer as necessidades dos paises em matéria de ensaios com
métodos in vitro de irritacdo cutdnea, beneficiando simultaneamente da aceitagdo miitua de dados.

6. O apéndice 1 apresenta as defini¢des dos termos utilizados no presente documento.
CONSIDERACOES INICIAIS E LIMITACOES

7. Uma das limitacdes do presente método de ensaio, comprovada por estudos prospetivos de validacdo que
avaliam e caracterizam métodos de ensaio de epiderme humana reconstruida (16), reside no facto de nio
permitir a subcategorizacio de produtos quimicos na categoria facultativa 3 (irritantes ligeiros) do GHS da
ONU. Por conseguinte, o quadro regulamentar dos Estados-Membros decidird o modo como seré aplicado. No
caso da UE, a categoria 3 ndo foi incluida no CRE. Para uma avaliagdo completa dos efeitos locais na pele apds
uma exposicdo Unica por via dérmica, deve consultar-se o documento de orientacdes da OCDE relativo a
abordagens integradas de ensaio e avaliacio da OCDE (3). E sabido que a utilizagio de pele humana estd
sujeita a condi¢des e argumentos nacionais e internacionais de natureza ética.

(") Regulamento (CE) n.° 1272/2008 do Parlamento Europeu e do Conselho, de 16 de dezembro de 2008, relativo a classificacdo,
rotulagem e embalagem de substancias e misturas, que altera e revoga as Diretivas 67/548|CEE e 1999/45/CE, e altera o Regulamento
(CE) n.° 19072006 (JOL 353 de 31.12.2008).
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8. O presente método de ensaio incide na irritacdo cutdnea no ser humano; embora ndo forneca informagdes
adequadas sobre a corrosdo da pele, importa referir que o método de ensaio B.40-A (equivalente a Test Guideline
431 da OCDE), sobre a corrosdo cutinea, se baseia no mesmo sistema de ensaio de epiderme humana
reconstruida, embora utilize outro protocolo (6). O presente método baseia-se em modelos de epiderme
humana reconstruida com queratindcitos humanos, o que representa, portanto, in vitro, o 6rgdo-alvo da espécie
em causa. O método cobre ainda, diretamente, a fase inicial do mecanismo de a¢do/o processo inflamatério (das
células e dos tecidos, que originam traumatismos localizados) que ocorre na irritagdo in vivo. Durante a
validagdo do método, ensaiou-se uma vasta gama de produtos quimicos, contando a base de dados do estudo
de validagdo com 58 produtos quimicos (16) (18) (23). O método ¢ aplicavel a sdlidos, liquidos, semiss6lidos e
ceras. Os liquidos podem ser aquosos ou ndo e os sélidos podem ser soliiveis ou insoliiveis na dgua. Sempre
que possivel, os s6lidos devem ser moidos em pé fino antes da aplicagdo; nenhum outro tratamento prévio da
amostra é necessdrio. O estudo de validacio ainda ndo incidiu em gases e aerossdis (29). Embora se possa
considerar que estes podem ser ensaiados por recurso a tecnologia da epiderme humana reconstruida, o método
de ensaio atual ndo permite o ensaio de gases e aerossois.

9. Antes da aplicacio do método de ensaio a uma mistura, para obter dados com fins normativos, importa
ponderar se — e, em caso afirmativo, por que motivo — o método pode proporcionar resultados adequados
para o efeito. Essas consideracdes nio sdo necessdrias se existir um requisito normativo para o ensaio da
mistura. No entanto, uma vez que as misturas abrangem uma vasta gama de categorias e composigdes e
que, na atualidade, se dispde de informacdes limitadas sobre a andlise das mesmas, nos casos em que puder
ser demonstrada a inaplicabilidade do método de ensaio a uma categoria especifica de misturas (por exemplo,
na sequéncia de uma estratégia como a proposta por Eskes et al., 2012) (18), o método ndo deve ser utilizado
para essa categoria especifica de misturas. Deve ter-se o mesmo cuidado caso se observem determinadas
propriedades quimicas ou fisico-quimicas especificas incompativeis com o método de ensaio.

10. Os produtos quimicos que absorvem luz na mesma gama que o MTT-formazano, bem como os produtos
quimicos em estudo capazes de reduzir diretamente o corante vital MTT (MTT-formazano), podem interferir nas
determinacdes da viabilidade das células e requerer o recurso a controlos adaptados para correcdes (ver pontos
28 a 34).

11. Quando a classificacio do produto quimico em estudo ¢ inequivoca, basta geralmente uma série de ensaios,
constituida por um triplicado dos tecidos. Porém, nos casos inconclusivos (por exemplo, medigdes discordantes
dos replicados efou percentagem de viabilidade média igual a 50 % =5 %), é de ponderar a realizagdo de uma
segunda série de ensaios, bem como de uma terceira, se os resultados das duas primeiras forem discordantes.

PRINCIPIO DO ENSAIO

12. O produto quimico em estudo € aplicado localmente num modelo tridimensional de epiderme humana recons-
truida, constituido por queratindcitos de epiderme humana nio transformados, cultivados de modo a formarem
um modelo de epiderme com virias camadas e altamente diferenciado. O modelo é constituido por uma
camada basal, uma camada espinhosa e uma camada granulosa organizadas e por um stratum corneum em
vérias camadas, com uma estrutura lipidica lamelar intercelular representativa das principais classes de lipidos,
semelhante ao observado in vivo.

13. A irritacdo cutanea induzida por produtos quimicos, manifestada principalmente por eritema e edema, resulta
de uma cascata de eventos que se inicia com a penetracdo das substincias quimicas através do stratum corneum,
onde podem danificar as camadas subjacentes de queratindcitos e de outras células da pele. As células dani-
ficadas podem liberar mediadores inflamatérios ou induzir uma cascata inflamatéria que também atua sobre as
células da derme, particularmente o estroma e células endoteliais dos vasos sanguineos. A dilatagio e per-
meabilidade crescente das células endoteliais originam o eritema e o edema observados (29). Nomeadamente, os
métodos de ensaios baseados na auséncia de vascularizacdo no sistema de ensaio in vitro avaliam os eventos que
dio inicio a cascata — por exemplo, danos nas células/tecidos (16) (17) —, utilizando a viabilidade celular como
leitura.

14. A viabilidade celular nos modelos de epiderme humana reconstruida é medida pela conversio enzimadtica do
corante vital MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio, azul de tiazolilo, n.° CAS 298-93-1] num sal
de azul de formazano, que é determinado quantitativamente depois de extraido dos tecidos (31). Os produtos
quimicos irritantes sdo identificados com base na sua capacidade de redugdo da viabilidade celular para valores
inferiores a determinados limites (< 50 % no caso das substancias irritantes classificadas na categoria 2 dos
sistemas GHS da ONU e CRE da UE). Consoante o quadro regulamentar e a aplicabilidade do método de ensaio,
os produtos quimicos que produzam viabilidades celulares acima do limiar definido podem ser considerados
ndo irritantes (> 50 %, sem categoria).
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15.

16.

DEMONSTRACAO DE COMPETENCIA

Antes de utilizarem de forma rotineira qualquer dos quatro modelos de ensaio validados que seguem este
método de ensaio (apéndice 2), os laboratérios devem demonstrar a sua competéncia técnica, utilizando para o
efeito as dez substincias de base enumeradas no quadro 1. No caso de, por exemplo, uma substancia incluida
na lista estar indisponivel, ou sempre que se justifique, pode utilizar-se outra substancia para a qual se disponha
de dados adequados de referéncia in vivo e in vitro — por exemplo, da lista de produtos quimicos de referéncia (8)
—, desde que sejam aplicados os critérios de selecio descritos no quadro 1. A utilizacio de uma substincia de
referéncia alternativa deve ser justificada.

No ambito do ensaio de proficiéncia, recomenda-se que o utilizador verifique, apds a recegdo dos tecidos, as
propriedades de barreira dos mesmos, especificadas pelo produtor do modelo de epiderme humana recons-
truida. Este aspeto é de especial importincia se os tecidos forem expedidos a longas distincias ou demorarem
muito tempo a chegar. A partir do momento em que um método de ensaio esteja implantado e tenha sido
adquirida e demonstrada competéncia para utilizé-lo, ndo é necessério efetuar por rotina a referida verificagdo.
Recomenda-se, contudo, que, ao utilizar um método de ensaio, se continue a avaliar periodicamente as
propriedades de barreira.

Quadro 1

Substincias para a demonstragio de competéncia (')

N.° de registo | Pontuagdo in

Substancia CAS 0 (E)

Estado fisico | Categoria do sistema GHS da ONU

SUBSTANCIAS NAO CLASSIFICADAS (sem categoria no sistema GHS da ONU)

Acido naftalenoacético 86-87-3 0 Solido Nenhuma categoria
Isopropanol 67-63-0 0,3 Liquido Nenhuma categoria
Estearato de metilo 112-61-8 1 Sélido Nenhuma categoria
Butirato de heptilo 5870-93-9 1,7 Liquido Nenhuma categoria (Categoria

facultativa 3) (%)

Salicilato de hexilo 6259-76-3 2 Liquido Nenhuma categoria (Categoria
facultativa 3) (%)

SUBSTANCIA CLASSIFICADAS (categoria 2 do sistema GHS da ONU)

Ciclamenaldeido 103-95-7 2,3 Liquido Cat. 2
1-Bromo-hexano 111-25-1 2,7 Liquido Cat. 2
Hidréxido de potdssio (solugdo | 1310-58-3 3 Liquido Cat. 2

aquosa a 5 %)

1-Metil-3-fenil-1-piperazina 5271-27-2 33 Sélido Cat. 2

Heptanol 111-71-7 3,4 Liquido Cat. 2

(") As substancias para a demonstracio de competéncia sio um subconjunto das substincias utilizadas no estudo de
validagdo; a sele¢do ¢ baseada nos seguintes critérios: as substancias quimicas (i) estdo disponiveis no comércio; (i) sdo
representativas de toda a gama da escala de irritacio de Draize (de ndo irritante a fortemente irritante); (iii) tém uma
estrutura quimica bem definida; (iv) sdo representativas ao nivel da funcionalidade quimica utilizada no processo de
validagdo; (v) apresentaram resultados reprodutiveis in vitro em muiltiplos ensaios e em midltiplos laboratérios; (vi) tém
uma boa previsibilidade in vitro, e (vii) ndo estdo associadas a um perfil extremamente téxico (por exemplo, cancerigeno
ou téxico para o sistema reprodutivo) nem a custos de eliminacdo proibitivos.

() Pontuagdo in vivo ao abrigo do método de ensaio B.4 (4);

(}) No ambito do presente método, a categoria 3 facultativa do sistema GHS da ONU (irritantes ligeiros) (1) é referida como
aenhuma categoria».
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PROCEDIMENTO

17. Segue-se uma descrigdio dos componentes e procedimentos de um método de ensaio de epiderme humana
reconstruida para efeitos de avaliagdo da irritagdo cutdnea (ver também o apéndice 3 no que se refere a
parametros relativos a cada modelo de ensaio). Existem procedimentos operacionais normalizados para os
quatro modelos conformes a este método de ensaio (32) (33) (34) (35).

COMPONENTES DO METODO DE ENSAIO DE EPIDERME HUMANA RECONSTITUIDA
Condicdes gerais

18. Na reconstrucio do epitélio, utilizam-se queratindcitos humanos nio transformados. Devem estar presentes
vérias camadas de células epiteliais vidveis (camada basal, camada espinhosa, camada granulosa), sob um stratum
corneum funcional. Este dltimo deve ter vdrias camadas e possuir um perfil lipidico que permita estabelecer uma
barreira funcional suficientemente robusta para resistir a penetracdo rdpida de produtos quimicos marcadores
citotéxicos — por exemplo, SDS ou Triton X-100. A funcdo de barreira deve ser demonstrada e pode avaliar-se
determinando a concentragdo a qual o produto quimico de referéncia reduz a viabilidade dos tecidos em 50 %
(CI50) apdés um tempo de exposicdo fixo, ou determinando o tempo de exposi¢do necessdrio para reduzir a
viabilidade celular em 50 % (ET50), mediante a aplicacdo do produto quimico de referéncia a uma concentracio
especifica e fixa. As propriedades de conten¢io do modelo de epiderme humana reconstruida devem impedir a
passagem de matéria para o tecido vidvel por contorno do stratum corneum, que redundaria numa modelagio
deficiente da exposicdo cutinea. O modelo de epiderme humana reconstruida ndo deve estar contaminado por
bactérias, virus, micoplasmas ou fungos.

Condicdes funcionais
Viabilidade

19. O ensaio utilizado para quantificar a viabilidade ¢ o ensaio MTS (31). As células vidveis do tecido de epiderme
humana reconstruida podem reduzir o corante MTT a um precipitado azul de formazano que é depois extraido
do tecido com isopropanol (ou solvente semelhante). A densidade dtica do solvente de extragdo isolado deve ser
suficientemente baixa (< 0,1). O formazano extraido pode ser quantificado utilizando um método de medicdo
da absorvancia normalizado ou por espetrofotometria HPLC/UPLC (36). Os utilizadores do modelo de epiderme
humana reconstruida devem garantir que cada lote de epiderme humana reconstruida utilizado preenche os
critérios de controlo negativo. O concetor/fornecedor da epiderme humana reconstruida estabeleceu um in-
tervalo de aceitabilidade (limite superior e inferior) para os valores de densidade dtica dos controlos negativos
(nas condicdes aplicaveis ao método de ensaio de irritacdo cutdnea). Indicam-se no quadro 2 os intervalos de
aceitabilidade validados para os quatro modelos de epiderme humana reconstruida que se incluem neste método
de ensaio. Os utilizadores de espetrofotometria HPLC/UPLC devem utilizar as gamas de controlo negativo da
densidade dtica indicadas no quadro 2 como critério de aceitagio para o controlo negativo. Os tecidos tratados
com o produto quimico de controlo negativo devem, comprovadamente, manter-se estdveis em cultura durante
todo o periodo de exposicio do ensaio (medi¢des de viabilidade semelhantes).

Quadro 2

Intervalos de aceitabilidade para os valores de densidade ética de controlos negativos dos modelos de
ensaio incluidos no presente método de ensaio

Limite inferior de aceitabilidade Limite superior de aceitabilidade
EpiSkin™ (SM) 20,6 <15
EpiDerm™ SIT (EPI-200) >0,8 <28
SkinEthic™ RHE 0,8 <30
LabCyte EPI-MODEL24 SIT >0,7 <25

Fungdo de barreira

20. O stratum corneum e a sua composicdo lipidica devem ser suficientes para resistir a uma penetragio rapida de
certos produtos quimicos marcadores citotéxicos (por exemplo, SDS ou Triton X-100), estimada com base na
IC5y ou no ETs, (quadro 3).
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21.

22.

23.

24,

25.

Morfologia

O exame histolégico do modelo de epiderme humana reconstruida deve revelar uma estrutura de epiderme
humana (incluindo um stratum corneum com varias camadas).

Reprodutibilidade

Os resultados dos controlos positivos e negativos do método de ensaio devem demonstrar reprodutibilidade ao
longo do tempo.

Controlo de qualidade

O modelo de epiderme humana reconstruida s deve ser utilizado se o concetor/fornecedor demonstrar que
cada lote do modelo de epiderme humana reconstruida satisfaz determinados critérios de aptiddo para a
producdo, de entre os quais os de viabilidade (ponto 19), fungdo de barreira (ponto 20) e morfologia (ponto
21) sdo os mais relevantes. Estes dados devem ser facultados aos utilizadores do método de ensaio, para que
possam fazer constar tais informagdes dos seus relatérios. O concetor/fornecedor de epiderme humana recons-
truida estabelece um intervalo de aceitabilidade (limite superior e inferior) para ICs, ou ET5,. Apenas podem ser
utilizados com fiabilidade na previsdo de classificagdes de irritagdo resultados obtidos com tecidos que possuam
as caracteristicas exigidas. Apresentam-se no quadro 3 os intervalos de aceitabilidade para os quatro modelos de
ensaio incluidos no presente método.

Quadro 3

Critérios de controlo de qualidade para a liberacio dos lotes dos modelos de ensaio incluidos no
presente método de ensaio

Limite inferior de aceitabilidade Limite superior de aceitabilidade
EpiSkin™ (SM) IC50 = 1,0 mg/ml IC50 = 3,0 mg/ml
(18 horas de tratamento com
SDS)(32)
EpiDerm™ SIT (EPI-200) ETs, = 4,0 horas ETs, = 8,7 horas
(1 % Triton X-100) (33)
SkinEthic™ RHE ETs5o = 4,0 horas ETs5, = 10,0 horas
(1 % Triton X-100) (34)
LabCyte EPI-MODEL24 SIT IC50 = 1,4 mg/ml IC50 = 4,0 mg/ml
(18 horas de tratamento com
SDS)(35)

Aplicacio dos produtos quimicos em estudo e de controlo

Devem utilizar-se em cada série, pelo menos, trés replicados de cada produto quimico em estudo e dos
produtos quimicos de controlo. Tanto no caso dos produtos liquidos como dos sdlidos, deve aplicar-se uma
quantidade do produto quimico em estudo suficiente para cobrir uniformemente a superficie da epiderme,
evitando uma dose infinita, ou seja, entre 26 e 83 pljcm” (ver apéndice 3). No caso dos sélidos, a superficie da
epiderme deve ser humidificada, com dgua desionizada ou destilada, antes da aplicagdo, para melhorar o
contacto entre o produto e a superficie da epiderme. Sempre que possivel, os sélidos devem ser ensaiados
na forma de pé fino. Em alguns casos, pode ser utilizada uma malha de nylon para ajudar a espalhar (ver
apéndice 3). Apds o periodo de exposicdo, o produto quimico em estudo deve ser cuidadosamente removido da
superficie da epiderme, por lavagem com uma solugdo-tampdo aquosa ou uma solucdo a 0,9 % de NaCl
Consoante os modelos de ensaio de epiderme humana reconstruida utilizados, o periodo de exposicdo varia
entre 15 e 60 minutos, e a temperatura de incubacdo entre 20 e 37 °C. Estes periodos de exposicdo e as
temperaturas sdo otimizados para cada método de ensaio de epiderme humana reconstruida e representam as
diferentes propriedades intrinsecas dos modelos de ensaio (por exemplo, fun¢do de barreira) (ver apéndice 3).

Devem utilizar-se em cada ensaio amostras de controlo negativo (CN) e controlo positivo (CP) em paralelo para
demonstrar que a viabilidade (utilizando o c6digo NC), a fun¢ido de barreira e a consequente sensibilidade dos
tecidos (com recurso ao controlo positivo) dos tecidos se encontram dentro de um determinado intervalo de
aceitabilidade histérico. Sugere-se a utilizagdo de solucdo aquosa a 5% de SDS como produto quimico de
controlo positivo. Como produto quimico de controlo negativo, sugere-se a utilizacdo de dgua ou de solucio
salina tamponada de fosfato (PBS).
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Medicido da viabilidade celular

26. Segundo o procedimento de ensaio, é essencial que a medicdo da viabilidade ndo seja efetuada imediatamente
ap0s a exposicdo ao produto quimico em estudo, mas apés um periodo suficientemente longo de incubagdo dos
tecidos, lavados ap6s o tratamento num meio fresco. Esse perfodo permite tanto a recuperacio de efeitos
citotoxicos fracos, como a manifestagio de efeitos citotéxicos claros. Um periodo de incubagio pds-tratamento
de 42 horas foi considerado 6timo durante a otimiza¢io do ensaio de dois dos modelos de ensaio baseados na
epiderme humana reconstruida que serviram de base ao presente método de ensaio (11) (12) (13) (14) (15).

27. O ensaio MTT é um método quantitativo normalizado que deve ser utilizado para medir a viabilidade celular no
ambito do presente método de ensaio. E compativel com a utilizagio numa construgio de tecidos tridimen-
sional. Coloca-se a amostra dos tecidos numa solugdo de MTT com uma concentragdo apropriada (0,3-1 mg/ml,
por exemplo), durante 3 horas. O MTT ¢é convertido em azul de formazano pelas células vidveis. O precipitado
de azul de formazano é depois extraido dos tecidos com um solvente (por exemplo, isopropanol ou isopro-
panol acidificado), medindo-se a concentra¢io de formazano por determinagdo da densidade dtica ao com-
primento de onda de 570 nm, utilizando um intervalo de banda de filtro de +30 nm, ou por espetrometria
HPLC/UPLC (ver ponto 34) (36).

28. As propriedades éticas do produto quimico em estudo ou a sua agdo quimica sobre o MTT (os produtos
quimicos sio passiveis, por exemplo, de impedir ou reverter a coloracdo, bem como de provoci-la), podem
interferir no ensaio, conduzindo a uma estimativa falsa de viabilidade. Isto pode suceder se o produto ndo for
completamente removido dos tecidos por lavagem ou se penetrar na epiderme. Se o produto agir diretamente
no MTT (redutor do MTT), for naturalmente corado ou adquirir coloragio durante o tratamento dos tecidos,
devem ser utilizados produtos quimicos de controlo suplementares, que permitam detetar interferéncias do
produto quimico em estudo na técnica de medigdo da viabilidade e corrigir esse efeito (ver pontos 29 e 33). A
descri¢do pormenorizada do modo de correcio da redugio direta do MTT e das interferéncias de agentes
corantes estd disponivel nos PON para os quatro modelos validados incluidos no presente método de ensaio
(32) (33) (34) (35).

29. Para identificar os redutores diretos do MTT, os produtos quimicos de ensaio devem ser adicionados a solugdes de
MTT recentemente preparadas. Se a mistura de MTT que contém o produto quimico em estudo se tornar
azul/ptrpura, considera-se que o produto em causa reduz diretamente o MTT, devendo proceder-se a um
controlo funcional adicional nos tecidos ndo vidveis de epiderme humana reconstruida, independentemente do
recurso a medi¢do da absorvancia padrio ou a espetrofotometria HPLC/UPLC. Este controlo funcional comple-
mentar utiliza tecidos mortos, que apenas possuem atividade metabdlica residual, mas que absorvem o produto
quimico em estudo de forma semelhante aos tecidos vidveis. Cada produto quimico em estudo que reduz o MTT
é aplicado em, pelo menos, dois tecidos replicados mortos, submetidos a todo o processo de ensaio, a fim de
obter uma reducdo ndo especifica do MTT (NSMTT) (32) (33) (34) (35). Um dnico controlo do NSMTT ¢
suficiente para cada produto quimico em estudo, independentemente do niimero de ensaios ou de ensaios/séries
de ensaios independentes realizados. A viabilidade real do tecido é calculada como a percentagem de viabilidade
dos tecidos obtida com os tecidos vivos expostos ao MTT, menos a percentagem de reducio ndo especifica do
MTT, obtida com os tecidos occisados expostos a0 mesmo redutor do MTT, calculado em relagio ao controlo
negativo concomitante a corre¢io do teste (% NSMTT).

30. Para identificar eventuais interferéncias de produtos em estudo quimicos coloridos ou que adquirem cor quando
entram em contacto com a dgua ou com o isopropanol, e determinar a necessidade de controlos complemen-
tares, deve efetuar-se uma andlise espetral do produto quimico em estudo na dgua (ambiente durante a
exposicio) efou isopropanol (solugdo de extragdo). Se a solucdo do produto na dgua efou em isopropanol
absorver luz na gama 570 +30 nm, deve-se proceder a novos controlos de corante ou, em alternativa, recorrer a
espetrofotometria HPLC/UPLC, caso em que ndo sdo necessdrios tais controlos (ver pontos 33 e 34). Ao efetuar
a medigdo da absorvéncia-padrio, aplica-se o produto quimico em estudo com cor interferente em, pelo menos,
dois tecidos replicados vidveis, que s3o objeto do procedimento de ensaio, mas sdo incubados num meio, em
vez de o serem numa solugdo de redugio do MTT, durante a fase de incubacdo do MTT para se obter um
controlo da cor ndo especifica (NSC,,,). O controlo NSC,;,, deve ser realizado em paralelo com os ensaios do
produto quimico em estudo; no caso de ensaios maltiplos, é necessdrio realizar um controlo NSC,,,, indepen-
dente com cada ensaio realizado (em cada série) devido a variabilidade bioldgica intrinseca dos tecidos vivos. A
viabilidade real do tecido ¢ calculada como a percentagem de viabilidade dos tecidos obtida com tecidos vivos
expostos ao produto quimico em estudo interferente menos a percentagem de cor ndo especifica obtida com
tecidos vivos expostos ao produto quimico em causa e incubados em meio sem MTT, calculada em simultineo
com a corre¢io do ensaio (% NSCy)-

31. Os produtos quimicos em estudo que, comprovadamente, provocam uma reducio direta do MTT (ver ponto
29) e interferéncias de cor (ver ponto 30) requerem um terceiro conjunto de controlos, para além dos controlos
NSMTT e NCS,;,, descritos nos pontos anteriores, aquando da mensuragio da absorvancia-padrdo (DO). Tal é
normalmente o caso dos produtos de cor escura, que interferem com o ensaio do MTT (por exemplo, azuis,
purpura, preto), uma vez que a sua cor intrinseca impede a avaliacdo da capacidade de reduzirem diretamente o
MTT, conforme descrito no ponto 29. Os produtos quimicos em estudo podem ligar-se a tecidos vivos e
sujeitos a occisdo, pelo que o controlo do NSMTT permite ndo sé corrigir uma potencial redugio direta do MTT
pelo produto quimico em estudo, como também uma interferéncia de cor resultante da ligacdo do produto
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quimico aos tecidos sujeitos a occisdo. Tal pode levar a uma dupla correcdo para as interferéncias de cor, uma
vez que o controlo NCS;,, corrige ja as interferéncias de cor que resultam da ligagdo do produto quimico em
estudo aos tecidos vivos. Para evitar uma eventual dupla correcio para a interferéncia da cor, é necessirio
realizar um terceiro controlo da cor ndo especifico dos tecidos mortos (NSC,,,0s)- Neste controlo adicional,
aplica-se o produto quimico em estudo em, pelo menos, dois replicados dos tecidos mortos submetidos a
totalidade do procedimento de ensaio, mas que sdo incubados com meio durante a etapa de incubacdo com
MTT, em vez da solugdo de MTT. Basta um tnico NSC,,.., controlado por produto quimico em estudo,
independentemente do nimero de ensaios ou dos ensaios individuais realizados, mas deve ser efetuado em
paralelo com o controlo do NSMTT e, sempre que possivel, com o mesmo lote de tecidos. A viabilidade real do
tecido é calculada como a percentagem de viabilidade dos tecidos obtida com tecidos vivos expostos ao produto
quimico em estudo menos a percentagem de NSMTT menos a percentagem de NSC,;,, mais a percentagem ndo
especifica obtida com tecidos mortos expostos ao produto quimico em causa e incubados em meio sem MTT,
calculada em relacdo a amostra do controlo negativo realizado em simultdneo com a corre¢do do ensaio (%
NSC

32. E importante assinalar que a reducio ndo especifica do MTT e as interferéncias de cor nio especificas podem
aumentar as leituras do extrato de tecido acima da gama de linearidade do espetrofotémetro. Assim, cada
laboratério deve determinar a gama de linearidade do respetivo espetrofotémetro com o MTT formazano (n.°
CAS 57360-69-7), a partir de uma fonte comercial, antes de se iniciar o ensaio de produtos quimicos para
ensaio para fins regulamentares. A medi¢do da absorvancia-padrdo (DO) com espetrofotémetro é adequada para
avaliar produtos quimicos em estudo que sejam redutores diretos do MTT e com interferéncia de cor, se as DO
dos extratos de tecidos obtidos com o produto quimico em estudo, sem qualquer correcdo, para a reducio
direta do MTT efou para a interferéncia de cor, se situarem na gama de medigdo linear do espetrofotémetro, ou
se a percentagem de viabilidade ndo corrigida obtida com o produto quimico em estudo for < 50 %. No
entanto, os resultados relativos aos produtos quimicos em estudo que produzem percentagens de
NSMTT efou de NSCyyos com =50 % do controlo negativo devem ser interpretados com precaucdo, uma
vez que este é o valor-limite utilizado para distinguir os produtos quimicos classificados dos nio classificados
(ver ponto 36).

morto) .

33. No caso de produtos quimicos corados que ndo sejam compativeis com a medigdo da absorvancia-padrio devido
a uma interferéncia demasiado forte com o ensaio do MTT, pode utilizar-se o procedimento alternativo por
espetrofotometria HPLC/UPLC para medir o formazano (ver ponto 34) (36). O sistema HPLC/UPLC permite a
separacio do formazano do produto quimico em estudo antes da sua quantificacio (36). Por este motivo, nunca
sdo necessarios controlos NCS;,.s 0u NCS,, s quando se utiliza espetrofotometria HPLC/UPLC, independente-
mente do produto quimico em estudo. Contudo, devem utilizar-se controlos NSMTT se se suspeitar que o
produto quimico em estudo reduz diretamente o MTT, ou se apresenta uma cor que impede a avaliacio da
capacidade de reduzir diretamente o MTT (conforme descrito no ponto 29). Caso se utilize a espetrofotometria
HPLC/UPLC para medir o formazano, a percentagem de viabilidade do tecido é calculada como percentagem de
todos os picos do MTT formazano obtidos com tecidos vivos expostos ao produto quimico em estudo em
relagdo a um pico obtido em paralelo com o controlo negativo. Para os produtos quimicos em estudo capazes de
reduzir diretamente o MTT, a viabilidade dos tecidos é calculada como a percentagem de viabilidade dos tecidos
obtida com tecidos vivos expostos ao produto quimico em estudo menos a % NSMTT. Por dltimo, é de notar que
os redutores diretos do MTT, passiveis de interferirem também com as cores, retidos nos tecidos apds o
tratamento, reduzem o MTT, de tal forma que provocam lesdes oculares (utilizando a medida normal de DO)
ou dreas de picos (utilizando espetrofotometria de UPLC/HPLC) de extratos de tecidos testados que se encontram
fora do intervalo de linearidade do espetrofotémetro ndo podem ser avaliados, embora se preveja que isso ocorra
apenas em situacOes muito raras.

34. A espetrofotometria HPLC/UPLC pode também ser utilizada com todos os tipos de produtos quimicos em
estudo (redutores de MTT e ndo redutores de MTT) para a medicio de MTT formazano (36). Devido a
diversidade de sistemas de espetrofotometria HPLC/UPLC, a qualificagio do sistema em causa deve ser demons-
trada antes da sua utilizacio para quantificar o MTT formazano de extratos de tecidos, através do cumprimento
dos critérios de aceitagdo de um conjunto de pardmetros de qualificagio normalizados, descritos na U.S. Food
and Drug Administration guidance for industry on bio-analytical method validation. Estes pardmetros-chave e os
respetivos critérios de aceitacdo sdo apresentados no apéndice 4. Apds o cumprimento dos critérios de aceitagdo
definidos no apéndice 4, considera-se o sistema de espetrofotometria HPLC/UPLC qualificado para medir o MTT
formazano nas condi¢bes experimentais descritas no presente método de ensaio.

Critérios de aceitabilidade

35. Em cada método que utilize lotes vilidos do modelo de epiderme humana reconstruida (ver o ponto 23), a
densidade 6tica dos tecidos tratados com o produto quimico de controlo negativo deve refletir a qualidade dos
tecidos sujeitos a expedigdo, as etapas de recegdo e a todos os processos do protocolo. A densidade 6tica dos
produtos quimicos de controlo ndo deve ser inferior aos limites histéricos estabelecidos. Da mesma forma, os
tecidos tratados com o CP, ou seja, a solugdo aquosa a 5 % de SDS, devem ter a capacidade de reagir a um
produto quimico irritante nas condi¢des do método de ensaio (ver apéndice 3 para mais informagdes e PON
dos quatro modelos de ensaio incluidos nesta Test Guideline (32) (33) (34) (35). As medidas conexas e adequadas
de variabilidade entre tecidos replicados, ou seja, os desvios-padrdo (DP) devem estar em conformidade com os
limites de aceitagdo estabelecidos para o modelo de ensaio utilizado (ver apéndice 3).
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Interpretacio dos resultados e modelo de previsio

36. Os valores de densidade dtica obtidos para cada produto quimico em estudo podem ser utilizados para calcular
a percentagem de viabilidade normalizada em relagdo ao controlo negativo, que é fixada em 100 %. Caso se
utilize a espetrofotometria HPLC/UPLC, a percentagem de viabilidade do tecido ¢ calculada como percentagem
de todos os picos do MTT formazano obtidos com tecidos vivos expostos ao produto quimico em estudo em
relagdo a um pico obtido em paralelo com o controlo negativo. Importa definir claramente e documentar a
percentagem de viabilidade celular que estabelece a diferenciacio entre os produtos quimicos em estudo
irritantes e ndo classificados e o(s) método(s) estatistico(s) utilizado(s) para avaliar os resultados e identificar
os produtos quimicos irritantes, devendo ainda demonstrar-se que sdo adequados (ver PON dos modelos de
ensaio para informacdo). Indicam-se a seguir os valores-limite de diferenciacio para a previsio de efeitos
irritantes:

— O produto quimico em estudo ¢ identificado em conformidade com os requisitos de classificagio e rotu-
lagem dos sistemas GHS da ONU/CRE (categoria 2 ou categoria 1) se a percentagem média de viabilidade
dos tecidos apds exposicdo e incubacdo poés-tratamento for inferior ou igual (<) a 50 %. Dado que os
modelos de ensaio de epiderme humana reconstruida abrangidos por este método ndo permitem diferenciar
as categorias 1 e 2 do sistema GHS da ONU, é necessdrio obter mais dados sobre corrosdo cutinea para
decidir a classificagdo final [ver também o documento de orientacio da OCDE sobre a IATA (3)]. Caso o
produto quimico em estudo seja considerado ndo corrosivo (por exemplo, com base nos métodos de ensaio
M.40, B.40.A ou B.65) e a viabilidade dos tecidos apds exposigdo e incubagio pds-tratamento for inferior ou
igual a 50 %, considera-se que ¢ irritante para a pele, em conformidade com a categoria 2 do sistema GHS
da ONU.

— Consoante o quadro regulamentar dos paises membros, o produto quimico em estudo pode ser considerado
ndo irritante para a pele, em conformidade com os sistemas GHS da ONU/CRE, ou classificado de «nenhuma
categoria», se a viabilidade dos tecidos depois da exposicdo e da incubagdo subsequente ao tratamento for
superior a 50 %.

DADOS E RELATORIOS
Dados

37. Para cada série de ensaios, devem apresentar-se num quadro os dados respeitantes a cada replicado de tecidos
(por exemplo, valores de densidade dtica e percentagens de viabilidade celular calculadas para cada produto
quimico em estudo, bem como a classificagdo correspondente), incluindo os dados relativos as repeticdes de
ensaios eventualmente efetuadas. Deve igualmente ser indicada para cada série de ensaios a média *desvio-
-padrdo. Devem referir-se ainda, para cada produto quimico em estudo, as intera¢des observadas com o MTT e
se é corado.

Relatério de ensaio
38. O relatério de ensaio deve conter as seguintes informagdes:
Produtos quimicos em estudo e de controlo

— Substancia monocomponente: dados de identificagdo quimica, como as denominagdes IUPAC ou CAS,
nimero CAS, cédigo SMILES ou InChl, férmula estrutural, pureza, identidade quimica das impurezas,
caso se justifique e seja exequivel, etc.;

— Substancia multicomponentes, UVCB e mistura: na medida do possivel, pela identidade quimica (ver acima),
ocorréncia quantitativa e principais propriedades fisico-quimicas dos componentes;

— Aspeto fisico, hidrossolubilidade e outras propriedades fisico-quimicas pertinentes;
— Proveniéncia, ntimero do lote, se disponiveis;

— Tratamento dos produtos quimicos em estudo/de controlo, se for o caso (aquecimento ou moagem, por
exemplo), antes do ensaio;

— Estabilidade do produto quimico em estudo, data-limite de utilizacio ou data de reandlise, se conhecidas;

— Condi¢des de armazenagem;
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Modelo de epiderme humana reconstruida, protocolo utilizado (e fundamentacio do mesmo, se pertinente).
Condicdes de realizacdo do ensaio
— Modelo de epiderme humana reconstruida utilizado (incluindo niimero do lote);

— Informacdes sobre a calibragdo do dispositivo de medi¢do (por exemplo, espetrofotémetro); comprimento
de onda e gama de comprimentos de onda (se pertinente) utilizados para a quantificagio do MTT forma-
zano; descri¢gdo do método utilizado para quantificar o MTT formazano;

— Descrigdo da qualificagio do sistema de sistema de espetrofotometria HPLC/UPLC, se pertinente; informa-
¢des completas que substanciem o modelo especifico de epiderme humana reconstruida utilizado, incluindo
dados sobre o desempenho do mesmo, por exemplo:

i) viabilidade;

ii) fun¢do de barreira;

i) morfologia;

iv) reprodutibilidade e previsibilidade;

v) controlos de qualidade (CQ) do modelo;

— Referéncia a dados anteriormente publicados sobre o modelo; tal deve incluir, sem cardter limitativo, a
aceitabilidade dos dados de controlo da qualidade com referéncia a dados histéricos de lotes.

— Demonstracdo da competéncia na execu¢do do método de ensaio antes da sua utilizacdo por rotina através
do ensaio das substancias de referéncia.

Procedimento de ensaio

— Pormenores sobre o procedimento de ensaio utilizado (incluindo procedimentos de lavagem utilizados apds
o periodo de exposi¢do); doses do produto quimico em estudo e dos produtos quimicos de controlo
utilizados;

— Duragdo e temperatura da exposicdo e do periodo de incubagdo apds a exposigdo;

— Indicagdo dos controlos utilizados nos redutores diretos do MTT efou dos produtos quimicos em estudo que
apresentem coloragdo, se pertinente;

— Numero de tecidos replicados utilizados para cada produto quimico em estudo e controlos (CP, controlo
negativo e NSMTT, NSC e NSC se pertinente);

vivos mortos’

— Descricdo do modelo de critérios/previsio de decisio aplicado com base no modelo de epiderme humana
reconstruida utilizado;

— Descri¢do de quaisquer modifica¢des introduzidas no procedimento de ensaio (incluindo procedimentos de
lavagem).

Critérios de aceitacdo de série de ensaios e de ensaios

— Valores médios dos controlos positivos e negativos e intervalos de aceitagdo com base em dados histéricos;
variabilidade aceitdvel entre os tecidos replicados para os controlos positivos e negativos;

— Variabilidade aceitdvel entre os tecidos replicados para o produto quimico em estudo;
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Resultados

— Quadro com os dados correspondentes a cada produto quimico em estudo e a cada replicado, incluindo as
medi¢des de densidade 6tica ou zonas de pico do MTT formazano, percentagem de viabilidade dos tecidos,
percentagem média de viabilidade dos tecidos e desvio-padrio;

— Se for caso disso, resultados dos controlos utilizados nos produtos quimicos em estudo de reducio direta do
MTT efou do ensaio de coloragio dos produtos quimicos em estudo, incluindo as DO ou a zona de pico do
MTT formazano, percentagens de NSMTT, de NSC,;,os € de NSCp,o.0s DP € @ percentagem final correta de
viabilidade dos tecidos;

— Resultados obtidos com ofs) produto(s) quimico(s) em estudo e os produtos quimicos de controlo a luz dos
critérios de aceitacdo de ensaios e séries de ensaios definidos;

— Descricdo de outros efeitos eventualmente observados;

— C(lassificacdo atribuida, mencionando o modelo de previsio ou os critérios de decisdo utilizados.
Discussdo dos resultados

Conclusdes
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Apéndice 1
DEFINICOES

Adequacio: Relagdo 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 adequagdo compreende a exatiddo
(concordancia) do método de ensaio (9).

Concordincia: Mede o desempenho do método de ensaio no caso dos modelos cujos resultados sejam estabelecidos em
fungdo de categorias e constitui um dos aspetos da adequacdo. Este termo e o termo «exatiddo» sdo muitas vezes
utilizados indistintamente para indicar a propor¢do de produtos quimicos testados que sio corretamente classificados
como positivos ou negativos. A concordincia ¢ altamente dependente da prevaléncia do produto quimico em estudo
positivos no tipo de produto quimico em estudo (9).

CP: Controlo positivo — replicado que contém todos os componentes do sistema de ensaio e foi tratado com um produto
quimico que, comprovadamente, induz reacdo positiva. Para que se possa determinar a variabilidade no tempo da reacio
a esta amostra de controlo, essa reacdo ndo deve ser excessivamente positiva.

Dose infinita: Quantidade de produto quimico em estudo aplicada a epiderme que excede a quantidade necessdria para
cobrir completa e uniformemente a superficie da epiderme.

Ensaio alternativo: Ensaio destinado a substituir um ensaio de rotina aceite para identificagdo de perigos efou avaliagio
de riscos, que se concluiu proporcionar protegdo equivalente, ou melhorar a protecio, da satde ptblica 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 (9).

Especificidade: Proporcio dos produtos quimicos em estudo negativos/inativos que s3o corretamente classificados pelo
ensajo. Constitui uma medida da exatiddio de um método de ensaio cujos resultados sejam estabelecidos em funcio de
categorias e ¢ um aspeto importante a ter em conta na avaliagio da adequagio do método de ensaio (9).

Exatiddo: Grau de acordo entre os resultados do método de ensaio e os valores de referéncia aceites. Constitui uma
medida do desempenho 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 de um método de ensaio (9).

ETs5y: Pode ser estimado determinando o tempo de exposi¢do necessdrio para reduzir a viabilidade celular em 50 %, ap6s
aplicagdo de uma dada concentragio fixa de um marcador quimico; ver também ICsy,.

Fiabilidade: Medida em que, utilizando o mesmo protocolo, um método de ensaio pode ser continuadamente reprodu-
zido no mesmo laboratério e em laboratérios diferentes. A fiabilidade é avaliada com base nos valores calculados das
reprodutibilidades intralaboratorial e interlaboratorial (9).

HPLC: Cromatografia liquida de alta resolucio.

TATA: Abordagem integrada de ensaio e avaliagdo.

IC;5p: Pode estimar-se através da determinagdo da concentragdo a qual um produto quimico de referéncia reduz a
viabilidade dos tecidos em 50 % (ICs,) apds um tempo de exposicdo fixo, ver também ETsy,.

Mistura: Uma mistura ou solugdo composta por duas ou mais substincias.
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MTT: Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio (azul de tiazolilo).

NSChortos: Cor ndo especifica em tecidos mortos.

NSC,;vos Cor nido especifica em tecidos vivos.

NSMTT: Redugio ndo especifica do MTT.

Normas de desempenho: Normas associadas a um método de ensaio validado com base nas quais pode ser avaliada a
comparabilidade de um método de ensaio proposto que lhe seja funcional e mecanisticamente similar. Incluem: (i)
componentes essenciais do método de ensaio; (ii) uma lista minima de produtos quimicos de referéncia, escolhidos de
entre os produtos quimicos utilizados para demonstrar o desempenho aceitivel do método de ensaio validado; e (i)
niveis de exatiddo e fiabilidade comparaveis, baseados no que foi obtido para o método de ensaio validado, que o método
de ensaio proposto deve demonstrar quando avaliado pela utilizacgdo da lista minima de produtos quimicos de
referéncia (9).

Produto quimico: Uma substincia ou mistura.

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

Sensibilidade: Propor¢io dos produtos quimicos em estudo positivos/ativos que sio corretamente classificados pelo
ensaio. Constitui uma medida da exatidio de um método de ensaio cujos resultados sejam estabelecidos em fungio
de categorias e ¢ um aspeto importante a ter em conta na avaliagio da adequagio do método de ensaio (9).

Série de ensaios: Uma série de ensaios consiste no ensaio de um ou mais produtos quimicos em estudo em simultineo
com um controlo negativo e um controlo positivo.

Sistema GHS (Sistema Mundial Harmonizado de Classificagio e Rotulagem de Produtos Quimicos, da Organi-
zagdo das Nagdes Unidas (ONU): Sistema que propde a classificagdo dos produtos quimicos (substancias e misturas) em
fungdo de tipos e niveis normalizados de perigos fisicos, sanitirios e ambientais e trata ainda dos correspondentes
elementos de comunicagdo, como pictogramas, palavras-sinal, adverténcias de perigo, recomendagdes 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 servigos de
emergéncia, etc.) e do ambiente (1).

Substincia: Um elemento quimico e os seus compostos no estado natural ou obtidos por qualquer processo de
produgdo, incluindo qualquer aditivo necessirio para preservar a sua estabilidade e qualquer impureza derivada do
processo utilizado, mas excluindo qualquer solvente que possa ser separado sem afetar a estabilidade da substincia
nem modificar a sua composicio.
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Substincia monocomponente: Substincia, definida pela sua composicio quantitativa, da 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 prin-
cipais componentes estd presente numa concentra¢do > 10 % (m/m) e < 80 % (m/m). As substincias multicomponentes
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 substincias, sem rea¢do quimica. As substincias multicomponentes resultam
de reagdes quimicas.

UPLC: Cromatografia liquida de muito alta resolugio.

UVCB: Substincias de composi¢do desconhecida ou varidvel, produtos de reagio complexos ou materiais bioldgicos.

Viabilidade celular: Pardmetro que mede a atividade total de uma populacio celular (por exemplo, em termos de
capacidade das desidrogenases mitocondriais celulares para reduzirem o corante vital MTT [brometo de 3-(4,5-dimetil-
tiazol-2-il)-2, 5-difeniltetrazélio, azul de tiazolilo]; consoante o indicador determinado e o tipo de ensaio realizado, é
possivel correlacionar a viabilidade celular com o ndmero total de células vivas efou a vitalidade dessas células.
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Apéndice 2

MODELOS DE ENSAIO INCLUIDOS NESTE METODO DE ENSAIO

N.°

Nome do modelo de ensaio

Tipo de estudo de validacio

Referéncias

EpiSkin™

Estudo prospetivo de validacdo (2003-2007).
Os componentes deste modelo foram utilizados
para definir os componentes essenciais do mé-
todo de ensaio das normas de desempenho do
ECVAM original e atualizado (39) (40) (21) (¥).
Além disso, os dados do método relativos a
identificagdo de substincias classificadas e ndo
classificadas constitufram a base principal da
definicdo dos valores de especificidade e sensi-
bilidade das normas de desempenho origi-
nais (*).

(2) (10) (11) (14) (15) (16)
(17) (18) (19) (20) (21)
(23) (32) (39) (40)

EpiDerm™ SIT (EPI-200)

EpiDerm™ (original): Inicialmente, o modelo de
ensaio foi submetido a validacio prospetiva
completa, juntamente com o n° 1, desde
2003-2007. Os componentes deste modelo fo-
ram utilizados para definir os componentes es-
senciais do método de ensaio das normas de
desempenho do ECVAM original e atualizado
(39) (40) (21) ().

EpiDerm™ SIT (EPI-200): Em 2008 (*), as
normas de desempenho do ECVAM foram uti-
lizadas para validar uma alteragdo a EpiDerm™
original.

SkinEthic™ RHE

Estudo de validacio com base nas normas de
desempenho ECVAM  originais (21) em
2008 (¥).

(2) (21) (22) (23) (31)

LabCyte EPI-MODEL24 SIT

Estudo de validagio (2011-2012) baseado nas
normas de desempenho (PS) da Test Guideline
439 da OCDE (8), que se baseiam nas PS (¥)
do ECVSM (39) (40).

(24) (25) (26) (27) (28)
(35) (39) (40) e PS deste
Test Guideline (8) (*)

(*) As normas de desempenho originais do CEVMA (21) foram desenvolvidas em 2007 ap6s a conclusio do estudo de validagdo
prospetivo (16), que avaliou o desempenho dos modelos de ensaio n.° 1 e 2, por referéncia ao sistema de classificacio descrito
na 28.2 alteracdo a Diretiva Substancias Perigosas da UE (41). Em 2008, foram introduzidos o GHS da ONU (1) e o CRE da UE, que
alteraram claramente o valor-limite para a distingdo entre substancias ndo classificadas e substancias classificadas de uma pontuagio in
vivo de 2,0 para 2,3. Para se adaptarem a esta nova exigéncia normativa, os valores da exatiddo e a lista de produtos quimicos de
referéncia das PS da ECVAM foram atualizados em 2009 (2) (39) (40). Como as PS originais, também as PS atualizadas se basearam,
em grande medida, em dados do sobre os produtos quimicos de referéncia do modelo n.° 3 Em 2010, as PS do ECVAM atualizadas
foram utilizadas para a elaboracdo das normas de desempenho relacionadas com a presente Test Guideline (8). Para efeitos do presente
método de ensaio, o EpiSkin™ ¢é considerado o MRV, por ter sido utilizado para desenvolver todos os critérios das PS. Do documento
explicativo ECVAM/BfR, correspondente a Test Guideline 439 da OCDE (23), constam informagdes pormenorizadas sobre os estudos de
validacdo, uma compilagio dos dados gerados e as necessdrias adaptagdes das normas de desempenho em consequéncia da aplicagio
do sistema GHS da ONU/CRE.

SIT: Ensaio de irritacdo cutdnea

RHE: Epiderme humana reconstruida
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Apéndice 3

PARAMETROS DE PROTOCOLO ESPECIFICOS A CADA UM DOS MODELOS ABRANGIDOS PELO PRESENTE METODO DE ENSAIO

Os modelos de epiderme humana reconstruida apresentam protocolos muito semelhantes; nomeadamente, todos utilizam
um periodo de pés-incubagdo de 42 horas (32) (33) (34) (35). As principais diferengas dizem respeito a trés pardmetros
relacionados com as diferentes fun¢des de barreira dos modelos de ensaio, enumerados aqui: A) Tempo e volume de pré-
-incubacdo, B) Aplicacio de produtos quimicos em estudo e C) volume pds-incubacio.

EpiSkin™ (SM)

EpiDerm™ SIT (EPI-200)

SkinEthic >RHE™

LabCyte EPI-MODEL24 SIT

A) Pré-incubagio

Tempo de incubagdo

18-24 horas

18-24 horas

< 2 horas

15-30 horas

Volume médio

2 ml

0,9 ml

0,3 ou 1 ml

0,5 ml

B) Aplicacio do produto

quimico em estudo

Para liquidos

10 pl (26 plfcm?)

30ul (47 pljem?)

16ul (32 pljem?)

25ul (83 uljem?)

Para solidos 10 mg 25 mg (39 mgfcm?) + 16 mg 25 mg (83 mgfem?) +
(26 mgjem? + DW DPBS (25 pl) (32 mgjem?) + DW (25 pl)
(5 u DW (10 ul)
Utilizagdo de malha de ny- Nio utilizada Se necessario Aplicada Nio utilizada
lon
Tempo total de aplicagdo 15 minutos 60 minutos 42 minutos 15 minutos

Temperatura de aplicagdo

temperatura am-

a) a temperatura am-

temperatura am-

temperatura ambiente

biente biente durante 25 mi- biente
nutos
b) a 37 °C durante
35 minutos
C) Volume pés-incubacgio
Volume médio 2 ml 0,9 ml x 2 2 ml 1 ml
D) Variabilidade mdxima aceitével
Desvio-padrio entre os te- DP < 18 DP < 18 DP < 18 DP < 18

cidos replicados

TA: Temperatura ambiente
AD: Agua destilada

DPBS: Solugdo-tampdo salina de fosfatos Dulbecco




26.9.2019

Jornal Oficial da Unido Europeia

L 247/113

Apéndice 4

PARAMETROS FUNDAMENTAIS E CRITERIOS DE ACEITACAO PARA A QUALIFICACAO DE UM SISTEMA DE
ESPETROFOTOMETRIA HPLC/UPLC PARA A MEDICAO DO MTT FORMAZANO EM EPIDERME HUMANA RECONSTRUIDA

Parametro

Protocolo derivado do documento de orientagdo da FDA (36)
(37)

Critérios de aceitacdo

Seletividade

Andlise do isopropanol, branco vivo (extragdo de iso-
propanol de tecidos vivos de epiderme humana re-
construida sem qualquer tratamento), branco morto
(extragdo de isopropanol de tecidos mortos de epi-
derme humana reconstruida sem qualquer tratamento)

Areainterferéncia <

20 % of Areagjoq ()

Precisdo

Controlos de qualidade (MTT formazano a 1,6 pg/ml,
16 pg/ml e 160 pug/ml) em isopropanol (n = 5)

CV < 15% ou < 20 % para o LLOQ

Exatiddo

Controlos de qualidade em isopropanol (n = 5)

% Dev < 15% ou < 20 % para LLOQ

Efeito matriz

Controlos de qualidade em branco vivo (n = 5)

85 % < Efeitos matriz % < 115 %

Passagem Anélise de isopropanol apés um padrio ULOQ (?) Arediperference < 20 % of Areaj;oq
Reprodutibilidade Trés curvas de calibragdo independentes (com base em
(intradidria) seis dilui¢des consecutivas de 1/3 de MTT formazano
em isopropanol, com inicio em ULOQ, isto é 200
pg/ml);
Curvas de calibragdo: % Dev < 15 % ou
Controlos de qualidade em isopropanol (n = 5) < 20 % para LLOQ
Reprodutibilidade Dia 1: 1 curva de calibracdo e controlos de qualidade
(intradiéria) no isopropanol (n = 3) COHtrOlOS de quahdade: % Dev<15%e

Dia 2: 1 curva de calibragdo e controlos de qualidade
no isopropanol (n = 3)

Dia 3: 1 curva de calibracdo e controlos de qualidade
no isopropanol (n = 3)

CV<15%

Estabilidade a curto
prazo do MTT for-
mazano em extratos
de tecidos de epi-
derme humana re-
construida

Controlos de qualidade em branco vivo (n = 3), ana-
lisado no dia da preparagio e apds 24 horas de ar-
mazenagem a temperatura ambiente

% Dev < 15%

IN

Estabilidade a longo
prazo do MTT for-
mazano em extratos
de tecidos de epi-
derme humana re-
construida, se neces-
sario

Controlos de qualidade em branco vivo (n = 3), ana-
lisado no dia da preparagio e apds vérios dias de
armazenagem a uma temperatura especificada (p. ex.,
4 °C, — 20 °C, — 80 °C)

% Dev < 15 %»

(") LLOQ: Limite inferior de quantificacdo, definido de forma a abranger 1-2 % de viabilidade dos tecidos, ou seja, 0,8 pg/ml.
(%) ULOQ: Limite superior de quantificagdo, definido para ser duas vezes superior a mais elevada concentracdo de MTT formazano em
extratos de isopropanol de controlos negativos, isto é, 200 pg/ml.
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(8) Na parte B, sdo aditados os seguintes capitulos:

.63 ENSAIO DE TOXICIDADE PARA A REPRODUCAO/O DESENVOLVIMENTO
INTRODUCAO

1. O presente método de ensaio é equivalente a Test Guideline 421 (2016) da OCDE. As diretrizes da OCDE para o
ensaio de produtos quimicos sdo revistas periodicamente a luz do progresso cientifico. A diretriz n.° 421 para
os testes de rastreio inicial foi adotada em 1995, com base num protocolo «ensaio preliminar de despistagem da
toxicidade para a reproducio/o desenvolvimento», debatido em duas reunides de peritos, realizadas em Londres,
em 1990, (1) e em Téquio, em 1992 (2).

2. O presente método de ensaio foi atualizado com pardmetros relativos a perturbadores do sistema end6crino, na
sequéncia da atividade da OCDE altamente prioritdria, iniciada em 1998, de revisdo das diretrizes de ensaio
existentes e elaboracdo de novas orientagdes para a andlise e o ensaio de possiveis perturbadores do sistema
endécrino (3). Neste contexto, a TG 407 da OCDE (estudo de toxicidade pela repeticdo de uma dose oral
durante 28 dias em roedores — capitulo B.7 do presente anexo) foi enriquecida em 2008 com parimetros
adequados para detetar a atividade endécrina de produtos quimicos em estudo. O objetivo da atualizagdo da Test
Guideline 421 era incluir alguns parametros importantes no rastreio dos perturbadores do sistema enddcrino nas
Test Guideline cujos periodos de exposi¢do abrangem alguns dos periodos sensiveis do desenvolvimento (periodo
pré-natal e primeira fase do periodo pés-natal).

3. Os restantes pardmetros aplicdveis aos perturbadores do sistema enddcrino selecionados, igualmente incluidos
na Test Guideline 443 (estudo alargado da toxicidade reprodutiva numa geragio — capitulo B.56 deste anexo)
foram incluidos na Test Guideline 421 com base num estudo de viabilidade sobre as questdes cientificas e
técnicas, bem como em eventuais adaptacdes da concecdo do ensaio necessdrias a sua inclusio (4).

4. O presente método de ensaio destina-se a gerar informacdes limitadas sobre os efeitos de um produto quimico
em estudo no desempenho reprodutor masculino e feminino, como a fungdo gonadal, o comportamento de
acasalamento, a fecundacio e o desenvolvimento do feto e o parto. Ndo constitui uma alternativa aos métodos
de ensaio B.31, B.34, B.35 ou B.56, nem os substitui.

CONSIDERACOES INICIAIS

5. O presente método de ensaio pode ser utilizado para fornecer informagdes preliminares sobre possiveis efeitos
na reprodugio efou no desenvolvimento, quer numa fase inicial da avaliagdo das propriedades toxicoldgicas dos
produtos quimicos, quer sobre produtos quimicos que suscitem preocupagio. Pode também ser utilizado no
ambito de um conjunto de ensaios preliminares com produtos quimicos existentes sobre os quais se disponha
de pouca ou nenhuma informagio toxicoldgica, como estudo exploratério de determinacio da gama de
dosagens para estudos mais exaustivos sobre a reprodugiofo desenvolvimento, ou sempre que for considerado
importante. Na realizagio do estudo, deverdo seguir-se os principios de orientagdo e as consideracdes descritas
no documento de orientagio 19 da OCDE quanto ao reconhecimento, avaliacio e utilizacdo dos sinais clinicos
como pardmetros extrapoldveis aos seres humanos para experiéncias com animais utilizados em avaliagdes de
seguranca (5).

6. O presente método de ensaio ndo fornece informagdes completas sobre todos os aspetos da reprodugdo e do
desenvolvimento. Faculta apenas, nomeadamente, meios limitados de detecio de manifestacdes pds-natais de
exposicdo pré-natal ou de efeitos que possam ser induzidos durante a exposi¢io pds-natal. Devido, entre outros
motivos, ao nimero relativamente reduzido de animais dos grupos de dosagem, a seletividade dos pardmetros e
a curta duragdo do estudo, o método ndo fornece dados que apoiem a declaragdo definitiva de inexisténcia de
efeitos. Além disso, na auséncia de dados de outros ensaios de toxicidade para a reprodugdofo desenvolvimento,
os resultados positivos s3o dteis para a avaliagdo preliminar dos perigos e contribuem para informar as decisdes
relativas a necessidade e a oportunidade de ensaios adicionais.

7. Os resultados correspondentes aos pardmetros relacionados com o sistema endécrino devem interpretar-se com
base no documento Conceptual Framework for Testing and Assessment of Endocrine Disrupting Chemicals (6), elabo-
rado pela OCDE, que estabelece um quadro conceptual para o ensaio e a avaliagio de produtos quimicos
perturbadores do sistema enddcrino. Nesse quadro, o método correspondente a Test Guideline 421 da OCDE
melhorada consta do nivel 4, como ensaio in vivo que fornece dados sobre efeitos nocivos nos pardmetros
pertinentes do sistema endécrino. Contudo, um sinal do sistema endécrino ndo pode, por si s, ser considerado
prova suficiente de que o produto em causa é perturbador do sistema enddcrino.

8. O presente método prevé a administragdo por via oral do produto quimico em estudo. Poderd ser necessirio
introduzir alteracdes se forem utilizadas outras vias de exposicdo.
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9. Antes da aplicacgio do método de ensaio a uma mistura para obter dados com fins normativos, 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 normativo para o ensaio da
mistura.

10. Definem-se no apéndice 1 alguns conceitos utilizados.

PRINCIPIO DO ENSAIO

11. O produto quimico em estudo é administrado, em doses escalonadas, a varios grupos de machos e fémeas. Os
machos devem ser tratados durante, pelo menos, quatro semanas — até ao dia anterior ao da eutandsia,
inclusive —, o que abrange um minimo de duas semanas antes do acasalamento, o periodo de acasalamento
e aproximadamente duas semanas apds este. Tendo em conta o perfodo limitado de dosagem antes do
acasalamento dos machos, a fertilidade ndo pode constituir um indicador particularmente sensivel da toxicidade
testicular. Por conseguinte, é essencial um exame histoldgico pormenorizado dos testiculos. A combinagio de
um periodo de dosagem pré-acasalamento de duas semanas e de observagdes subsequentes de acasalamento|
[fertilidade com um periodo global de dosagem de, pelo menos, quatro semanas, seguido de histopatologia
pormenorizada das génadas do macho, é considerada suficiente para permitir a dete¢do da maioria dos efeitos
na fertilidade masculina e na espermatogénese.

12. As fémeas devem ser tratadas ao longo de todo o estudo — ou seja, duas semanas antes do acasalamento —, com
o objetivo de abranger, pelo menos, dois ciclos éstricos completos, o periodo varidvel até a fecundacio, a
duragdo da gravidez e, pelo menos, treze dias apds o parto, até ao dia anterior ao da eutandsia, inclusive.

13. A duragdo do estudo apds a aclimatagio, com uma avaliacdo do ciclo éstrico antes do inicio do tratamento,
depende do desempenho das fémeas, e é de cerca de 63 dias [pelo menos 14 dias antes do acasalamento, até 14
dias de acasalamento, 22 dias de gestagdo, 13 dias de aleitamento].

14. No periodo de administragdo, deve verificar-se atentamente, todos os dias, se os animais evidenciam sinais de
toxicidade. Os animais que morrem ou sdo eutanasiados durante o ensaio sdo autopsiados; no final do ensaio,
sdo eutanasiados e autopsiados os animais sobreviventes.

DESCRICAO DO METODO
Selecio de espécies animais

15. O presente método de ensaio foi concebido para ratazanas. Se os pardmetros que nele se especificam forem
estudados noutra espécie de roedor, essa opgio deve ser justificada pormenorizadamente. No programa de
validagdo internacional para a detegdo de perturbadores do sistema endécrino com base na TG 407 da OECD
(correspondente ao capitulo B.7 do presente anexo), as ratazanas foram a tinica espécie utilizada. Deve evitar-se
o recurso a estirpes de fecundidade baixa ou com uma incidéncia elevada de deficiéncias de desenvolvimento.
Devem utilizar-se animais virgens sauddveis, ndo sujeitos a experiéncias anteriores, e especificar-se a espécie, a
estirpe, 0 sexo, o peso efou a idade dos animais. No inicio do estudo, a diferenca de peso entre os animais deve
ser minima, ndo devendo exceder 20 % do peso médio dos animais de cada sexo. Nos casos em que for
realizado como estudo preliminar de um estudo a longo prazo ou de geragdo, é preferivel utilizar animais da
mesma estirpe e proveniéncia em ambos os estudos.

Condicdes de alojamento e de alimentacio

16. Todos os procedimentos devem respeitar as normas locais de manipulacio de animais de laboratério. A
temperatura do compartimento experimental dos animais deve ser de 22 °C (¢£3). A humidade relativa deve
estar compreendida entre 50 % e 60 %, embora sejam aceitaveis valores compreendidos entre 30 %, no minimo,
e um valor mdximo que, preferencialmente, ndo deve exceder 70 %, salvo durante os perfodos de limpeza do
biotério. A ilumina¢do deve ser artificial, com uma sequéncia de 12 horas de luz seguidas de 12 horas de
escuriddo. Para a alimentacio, podem ser usadas dietas convencionais de laboratério, com acesso ilimitado a
dgua potavel. A escolha da dieta pode depender da necessidade de garantir uma mistura adequada do produto
quimico em estudo, quando administrado por essa via.
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17. Os animais devem ser alojados em pequenos grupos do mesmo sexo. Podem ser alojados individualmente, se tal
se justificar do ponto de vista cientifico. Em caso de alojamento coletivo, cada gaiola ndo deve alojar mais de
cinco animais. O acasalamento deve ocorrer em gaiolas adequadas para o efeito. As fémeas prenhes devem ser
colocadas em gaiolas individuais e dispor de materiais de nidificagdo. As fémeas em lactagio devem ser
colocadas em gaiolas individuais com as crias.

18. Deve efetuar-se com regularidade uma pesquisa de contaminantes nos alimentos fornecidos e conservar-se uma
amostra da dieta até o relatdrio estar concluido.

Preparacio dos animais

19. Distribuem-se aleatoriamente animais adultos, jovens e sauddveis pelos grupos de controlo e pelos grupos
expostos. As gaiolas devem estar dispostas de forma a minimizar possiveis efeitos derivados do seu posicio-
namento. Os animais sdo identificados de forma inequivoca, devendo ser aclimatados as condigdes de labora-
torio durante, pelo menos, cinco dias antes do inicio do estudo.

Preparacdo das doses

20. Recomenda-se que a consulta do PON pertinente aquando da implementacio e utilizagio de um desses modelos
no laboratério. Se for selecionada a via oral, o produto quimico em estudo é geralmente administrado por
gavagem; no entanto, os produtos quimicos em estudo podem ser administrados através dos alimentos ou da
dgua de beber.

21. Quando necessdrio, o produto quimico em estudo pode ser dissolvido ou suspenso num veiculo adequado.
Sempre que possivel, recomenda-se, como primeira op¢do, uma solugio ou suspensio aquosa; caso isso ndo seja
vidvel, pode optar-se por uma solugio ou emulsdo num 6leo (por exemplo, em 6leo de milho); em dltimo caso,
pode recorrer-se a uma solu¢do noutro veiculo. Se este ndo for aquoso, devem conhecer-se as suas caracteris-
ticas téxicas. Importa determinar a estabilidade e a homogeneidade do produto quimico em estudo no veiculo.

PROCEDIMENTO
Nimero e sexo dos animais

22. Recomenda-se que cada grupo seja iniciado com, pelo menos, 10 machos e 12-13 fémeas. As fémeas serdo
avaliadas para pré-exposicdo do ciclo éstrico; os animais que ndo apresentem ciclos tipicos de 4-5 dias ndo sdo
incluidos no estudo. Assim, é recomenddvel utilizar um ndmero mais elevado de fémeas, a fim de assegurar a
presenca de 10 fémeas reprodutoras em cada grupo. Exceto no caso de efeitos toxicos marcados, prevé-se que o
ntimero de fémeas prenhes por grupo seja, no minimo, igual a 8, que, normalmente, é o niimero minimo
aceitdvel de fémeas prenhes por grupo. O objetivo é produzir gravidezes e crias em nimero suficiente para
assegurar uma avaliagio significativa do potencial do produto quimico em estudo para afetar a fertilidade, a
gravidez, o comportamento materno e de aleitamento, o crescimento e o desenvolvimento da geracdo F, desde
a concegdo até ao dia 13 pds-parto.

Dosagem

23. De modo geral, devem utilizar-se, no minimo, trés lotes de ensaio e um lote de controlo. As doses podem
basear-se em informagdes dos ensaios de toxicidade aguda ou em resultados de estudos de dose repetida. Salvo
no que respeita a exposi¢do ao produto quimico em estudo, os animais dos grupos de controlo devem ser
tratados do mesmo modo que os animais dos grupos ensaiados. Se for utilizado um veiculo para administrar o
produto quimico em estudo, o grupo de controlo deve receber o volume maximo de veiculo utilizado.

24. Na selecio das doses devem ter-se em conta os dados eventualmente disponiveis em matéria de toxicidade e
toxicocinética. Deve também ter-se em conta o facto de poder haver diferencas de sensibilidade entre animais
prenhes e ndo prenhes. Importa escolher como dose mais elevada uma dose que induza efeitos téxicos, mas nio
cause mortalidade nem sofrimento intenso. Deve selecionar-se uma sequéncia descendente de doses que permita
detetar qualquer resposta relacionada com estas e determinar o nivel sem efeito nocivo observavel (NSEAO) a
dose mais baixa. A inclusdo de um quarto grupo de ensaio é muitas vezes preferivel ao uso de intervalos muito
grandes (fatores superiores a 10) entre as dosagens.
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25. Caso se observem sinais de toxicidade generalizada (por exemplo, redugdo do peso corporal, efeitos ao nivel
hepdtico, cardiaco, pulmonar ou renal, etc.) ou outras alteragdes que possam ndo ser reagdes toxicas (por
exemplo, diminui¢do da quantidade de alimentos ingerida, dilatagdo hepdtica, etc)), deverd interpretar-se com
cautela qualquer efeito ao nivel dos pardmetros enddcrinos.

Ensaio no limite

26. Se um estudo oral com uma dose de, pelo menos, 1 000 mg/kg de peso corporal/dia — ou, no caso da
administracdo por via alimentar ou pela dgua de beber, de uma percentagem equivalente na alimentagdo ou
na dgua de beber —, utilizando os procedimentos descritos para o estudo, ndo produzir efeitos téxicos obser-
véveis e, com base nos dados relativos a substancias estruturalmente afins, ndo for de esperar efeitos toxicos,
poderd ndo ser necessirio efetuar um estudo completo com virias doses. O ensaio-limite é sempre vilido,
exceto nos casos em que se preveja exposi¢io humana e em que seja necessdrio testar um nivel de dose oral
mais elevado. Quando se recorre a outras formas de administragdo, como a inala¢do ou a aplicacdo cuténea, as
propriedades fisico-quimicas do produto quimico de ensaio sio muitas vezes indicativas e limitativas do nivel
maximo de exposi¢do praticdvel.

Administracio das doses

27. Os animais sdo tratados diariamente com o produto quimico em estudo durante 7 dias por semana. A
administracdo for¢ada por meio de uma sonda esofigica deve efetuar-se numa dose Unica, utilizando um
tubo estomacal ou uma cinula de intubagio adequada. O volume méximo de liquido administrado em cada
operagio depende das dimensdes do animal, ndo devendo exceder 1 ml/100 g de massa corporal, exceto no
caso de solugdes aquosas, em que podem administrar-se 2 ml/100 g de massa corporal. Exceto para 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 um
volume constante em todos os niveis de dosagem.

28. No caso de produtos quimicos em estudo administrados através da alimentagdo ou da dgua de beber, ¢
importante assegurar que as quantidades do produto nio interferem com a nutrigio normal ou com a
composi¢io da dgua. Se o produto quimico em estudo for administrado na alimentacdo, pode optar-se por
concentragdes constantes nesta (da ordem das ppm) ou por doses constantes em relagdo ao peso corporal de
cada animal. Caso o produto quimico em estudo seja administrado por gavagem, a dose deve ser administrada
todos os dias a mesma hora, devendo ajustar-se, pelo menos, uma vez por semana, a fim de se manter uma
dose constante em relagdo ao peso corporal do animal.

Calenddrio da experiéncia

29. O tratamento de ambos os sexos deve ter inicio 2 semanas antes do acasalamento, depois de os animais serem
aclimatados durante pelo menos 5 dias e de as fémeas serem sujeitas a exames de detegdo de ciclos éstricos
normais (num periodo de 2 semanas anterior ao tratamento). O estudo deve ser programado de forma a que a
avaliagdo do ciclo éstrico comece pouco depois de os animais terem atingido a plena maturidade sexual, o que
pode variar ligeiramente nas diferentes linhagens de ratazanas em laboratdrios diferentes, sendo, por exemplo,
as 10 semanas nas ratazanas Sprague Dawley e cerca das 12 semanas nas ratazanas Wistar. As mées com crias
devem ser eutanasiadas no dia 13 apds o parto, ou pouco depois. O dia de nascimento (ou seja, quando o parto
é concluido) é definido como o dia 0 apds o parto. As fémeas que ndo apresentem qualquer indicio de
copulagdo sio mortas 24 a 26 dias apds o tltimo dia do perfodo de acasalamento. O nivel de dosagem é
mantido em ambos os sexos durante o periodo de acasalamento. Os machos devem continuar a ser tratados
ap6s o periodo de acasalamento, pelo menos até ter decorrido o periodo total minimo de dosagem, de 28 dias.
Em seguida, sdo eutanasiados ou, em alternativa, sio mantidos e continuam a ser tratados, para um eventual
segundo acasalamento, se isso for considerado adequado.

30. As fémeas prenhes devem continuar a ser tratadas durante a gravidez e, pelo menos, até ao dia 13 apds o parto
ou ao dia anterior ao abate. No caso de o produto quimico em estudo ser administrado por inalagdo ou por via
cutinea, o tratamento deve continuar a ser administrado pelo menos até ao dia 19 de gestagdo, inclusive, e
retomado o mais rapidamente possivel, 0 mais tardar no dia 4 apds o parto.

31. O apéndice 2 apresenta um diagrama do calenddrio da experiéncia.

Processo de acasalamento

32. Normalmente, devem ser utilizados neste estudo acasalamentos de 1:1 (um macho e uma fémea). Pode haver
exce¢des em caso de morte ocasional de machos. A fémea deve permanecer com o mesmo macho até se
observarem indicios de copulagdo ou terem decorrido duas semanas. Deverdo examinar-se as fémeas todas as
manhds, para verificar a presenca de esperma ou de rolhdo vaginal. O dia 0 da gravidez é definido como o dia
em que houver provas de acasalamento (detegio de rolhdo vaginal ou esperma). Se a tentativa de acasalamento
for mal sucedida, poderd tentar-se um novo acasalamento das fémeas com machos do mesmo grupo com-
provadamente aptos a procriar.
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Niamero de animais por ninhada

33. No dia 4 apds o parto, o niimero de animais de cada ninhada pode ser ajustado eliminando as crias excessivas
por selecdo aleatéria, a fim de se obter, na medida do possivel, quatro ou cinco crias por sexo e por ninhada,
consoante o tamanho normal das ninhadas das estirpes de ratazanas utilizadas. Devem ser colher-se amostras de
sangue de duas das crias excedentdrias, que serdo agrupadas e utilizadas para a determinacio dos niveis do soro
T4. Nio ¢é adequada a eliminacio seletiva das crias, por exemplo, com base no peso corporal ou na distancia
anogenital (DAG). Sempre que o ndmero de crias do sexo masculino ou feminino impeca a obtencio de quatro
ou cinco animais de cada sexo por ninhada, é admissivel um ajustamento parcial (por exemplo, seis machos e
quatro fémeas). Ndo devem ser eliminadas crias se as ninhadas ficarem aquém da meta de abate (8 ou 10
crias/ninhada). Se existir uma tnica cria além da meta de abate, apenas uma cria deve ser eliminada e utilizada
para a colheita de sangue para possiveis avaliagdes séricas de T4.

34. Se o tamanho da ninhada ndo for ajustado, eutanasiam-se duas crias por ninhada no dia 4 apds o nascimento e
sdo colhidas amostras de sangue para medicdo das concentragdes de hormonas da tiroide. Se possivel, essas
duas crias de cada ninhada devem ser fémeas, a fim de reservar as crias do sexo masculino para as avaliagdes de
reten¢do de mamilo, exceto se essas crias ndo deixarem outras fémeas para avaliagio no termo da experiéncia.
Nio devem ser eliminadas crias se a ninhada ficar com menos de 8 ou 10 crias/ninhada (em func¢io do
tamanho normal das ninhadas das estirpes de ratazanas utilizadas). Se existir apenas uma cria além do tamanho
normal das ninhadas, apenas uma cria deve ser eliminada e utilizada para a colheita de sangue destinada a
possiveis avaliagdes séricas de T4.

Observacdes in vivo
Observagoes clinicas

35. Ao longo de todo o periodo de ensaio, devem efetuar-se exames clinicos gerais, pelo menos, uma vez por dia,
frequéncia que pode aumentar em caso de observagdo de sinais de toxicidade. Devem ser feitas, de preferéncia,
a(s) mesma(s) hora(s) todos os dias e tendo em conta o periodo de pico dos efeitos previstos apés a adminis-
tragdo da dose. Devem registar-se modificagdes de comportamento significativas, sinais de parto dificil ou
prolongado, bem como qualquer sinal de toxicidade, incluindo a mortalidade. Estes registos devem indicar o
momento da ocorréncia, o grau e a duracdo dos sinais de toxicidade.

Peso corporal e consumo de alimentos/dgua

36. Os machos e as fémeas devem ser pesados no primeiro dia de tratamento, pelo menos uma vez por semana a
partir de entdo e no final. Durante a gestagdo, as fémeas devem ser pesadas nos dias 0, 7, 14 e 20 e nas 24
horas seguintes ao parto (dia 0 ou 1 pds-parto) e, pelo menos, nos dias 4 e 13 pés-parto. As observagdes
devem ser registadas individualmente para cada animal adulto.

37. Durante o pré-acasalamento, a gestagdo e o aleitamento, o consumo de alimentos deve ser medido pelo menos
uma vez por semana. A medi¢do do consumo de alimentos durante o acasalamento é facultativa. Se o produto
quimico em estudo for administrado através da dgua para beber, o consumo de dgua durante estes periodos
também deve ser determinado.

Ciclos éstricos

38. Os ciclos éstricos devem ser monitorizados antes do inicio do tratamento, de forma a selecionar para o estudo
fémeas com um ciclo regular (ver ponto 22). Os esfregacos vaginais também devem ser monitorizados diaria-
mente desde o inicio do periodo de tratamento até haver indicagdes de acasalamento. Se houver preocupagdes
quanto a efeitos agudos causados pelo stress que possam alterar os ciclos éstricos no inicio do tratamento, os
laboratérios podem expor os animais durante 2 semanas, e em seguida colher esfregaco vaginal diariamente, a
fim de monitorizar o ciclo éstrico durante, pelo menos, duas semanas no periodo de pré-acasalamento e
igualmente durante o periodo de acasalamento, até que haja provas de copulagio. Aquando da colheita de
células vaginais/cervicais, deve ter-se o cuidado de evitar perturbar a mucosa, o que pode induzir uma pseudo-
gravidez (7) (8).

Pardmetros relativos d descendéncia

39. A duracio da gestacio deve ser registada e calculada a partir do dia 0. Cada ninhada deve ser examinada o mais
rapidamente possivel apds o nascimento, a fim de determinar o niimero e o sexo das crias, os nados-mortos, 0s
nados-vivos e as crias que sdo significativamente menores do que as crias de controlo correspondentes, bem
como a presen¢a de anomalias relevantes.
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40. As crias vivas devem ser contadas e determinado o sexo de cada uma; as ninhadas devem ser pesadas nas 24
horas seguintes ao parto (dia 0 ou 1 apds o parto) e, pelo menos, nos dias 4 e 13 pds-parto. Para além das
observagdes descritas no ponto 35, deve registar-se qualquer comportamento anormal das crias.

41. A DAG de cada cria deve ser medida no mesmo dia pds-natal, entre o dia 0 e o dia 4. O peso corporal da cria
deve ser medido no dia em que a DAG for determinada; as DAG devem ser normalizadas de acordo com uma
medida do tamanho da cria, preferencialmente a raiz ciibica do peso corporal (9). O niimero de mamilos/aréolas
em crias do sexo masculino deve ser contado no dia 12 ou 13 apds o nascimento, como recomenda a GD 151
(10) da OCDE.

Bioquimica clinica
42. As amostras de sangue sdo colhidas num ponto especifico, de acordo com o seguinte calendario:

— pelo menos, de duas crias por ninhada, no dia 4 ap6s o nascimento, se o niimero de crias o permitir (ver
pontos 33 a 34)

— de todas as mdes e, pelo menos, de duas crias por ninhada, no final (dia 13), e
— de todos os machos adultos, no final.

Todas as amostras de sangue sdo armazenadas em condi¢des adequadas. As amostras de sangue do dia 13 das
crias e dos machos adultos sio analisadas para determinacio dos niveis séricos de hormonas da tiroide (T4). Se
necessario, procede-se a uma avaliagdo mais aprofundada de T4 nas amostras de sangue das mées e do dia 4 das
crias. Em alternativa, podem ser medidas outras hormonas, se necessdrio. O sangue das crias pode ser agrupado
por ninhada para a realizacdo de anélises das hormonas da tiroide. As hormonas da tiroide (T4 e TSH) devem
ser, de preferéncia, medidas como «totais».

43. Os fatores a seguir indicados podem afetar a variabilidade dos resultados das andlises hormonais e as concen-
tragdes absolutas nelas determinadas:

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

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

— diferengas ao nivel das curvas de calibragio dos conjuntos para as determina¢des hormonais.

44. As amostras de plasma especificamente destinadas a determina¢des hormonais devem colher-se & mesma hora
do dia. Os conjuntos existentes no comércio para determinar concentragdes hormonais podem dar valores
diferentes.

Patologia
Autdpsia macroscépica

45. No momento da eutandsia ou da morte durante o estudo, os animais adultos sdo objeto de um exame
macroscopico, a fim de se detetarem quaisquer anomalias estruturais ou modificagdes patolégicas. Deve pres-
tar-se especial atengdo aos orgdos do sistema reprodutivo. O nimero de locais de implantagio deve ser
registado. Os esfregacos vaginais devem ser examinados na manhi do dia da aut6psia, para determinar a
fase do ciclo éstrico e permitir a correlagio com a histopatologia dos ovarios.

46. Os testiculos e os epididimos, bem como a prostata e as vesiculas seminais, com as glandulas coagulantes, de
todos os machos adultos devem ser limpos de qualquer tecido aderente, conforme adequado, e o seu peso
liquido deve ser determinado logo que possivel apés a dissecagdo, para evitar a secagem. Além disso, os pesos
de 6rgdos facultativos podem incluir o complexo formado pelos miisculos elevatérios do 4nus e bulbocaver-
nosos, as glandulas de Cowper e a glande peniana, nos machos, e os ovdrios (em peso himido) e o dtero
(incluindo o colo do dtero), nas fémeas;

47. As crias mortas e as crias eutanasiadas até ao dia 13 ap6s o parto ou pouco depois, devem, pelo menos, ser
cuidadosamente examinadas externamente para efeitos de dete¢do de anomalias macroscopicas. O aparelho
reprodutor externo deve ser objeto de especial atencdo, devendo ser inspecionado para a detecio de sinais de
alteragdes no desenvolvimento. No dia 13, deve conservar-se a tiroide de uma cria macho e de uma cria fémea
por ninhada.
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48. Devem conservar-se os ovdrios, os testiculos, os orgdos sexuais secunddrios (litero e colo do ttero, epididimos,
prostata, vesiculas seminais e glandulas de coagulacdo), a tiroide e todos os 6rgdos com lesdes macroscépicas de
todos os animais adultos. A fixacio em formalina ndo é recomendada para o exame de rotina dos testiculos e
dos epididimos. A utilizagdo de fixador de Bouin ou de Davidatos modificado constitui um método aceitavel
para estes tecidos (11). Para que o fixador penetre rapidamente, deve puncionar-se superficialmente a tdnica
albuginea com uma agulha, com cuidado, em ambos os polos do 6rgéo.

Histopatologia

49. Devem ser efetuados exames histologicos pormenorizados aos ovidrios, aos testiculos e aos epididimos (com
especial énfase nas fases da espermatogénese e na histopatologia da estrutura celular testicular intersticial) dos
animais do grupo de dosagem mais elevada e do grupo de controlo. Os outros 6rgios conservados, incluindo a
tiroide das crias e dos animais adultos, podem ser examinados, se necessdrio. A pesagem da tiroide pode
realizar-se apds fixagdo. A remogdo dos tecidos aderentes a tiroide deve efetuar-se com muito cuidado e
também s6 depois da fixacdo, para evitar danificar tecidos, o que, a ocorrer, poderia comprometer a andlise
histopatoldgica. Os exames devem ser alargados aos animais de outros grupos de dosagens, quando forem
observadas alteragdes no grupo de dosagem mais elevada. O documento com a referéncia 11, que contém
orientacdes no dominio da histopatologia, dd mais informagdes sobre a dissecacdo, a fixagdo, a colheita de
amostras e a histopatologia de tecidos do sistema enddcrino.

DADOS E RELATORIOS
Dados

50. Devem apresentar-se os dados individuais para cada animal. Além disso, todos os dados devem ser resumidos
num quadro, indicando, para cada grupo de ensaio, o niimero de animais no inicio deste, o niimero de animais
encontrados mortos durante o ensaio ou abatidos por intervencdo humana, a hora da morte de cada animal, a
descri¢do e evolugdo temporal dos efeitos toxicos, o nimero de animais férteis, o nimero de fémeas prenhes, o
nimero de animais que apresentam sinais de toxicidade, uma descricio dos sinais de toxicidade observados,
incluindo o momento em que surgiram, a duracdo e a gravidade dos eventuais efeitos toxicos, os tipos de
alteragdes histopatoldgicas e quaisquer dados relevantes sobre a ninhada. No apéndice 3 figura um modelo de
relatério sob a forma de tabela, que se tem revelado muito ttil para a avaliacdo de efeitos na reprodugdo/no
desenvolvimento.

51. Devido as dimensdes limitadas do estudo, as andlises estatisticas, sob a forma de ensaios de «significAncia», tém
um valor limitado para muitos pardmetros, em especial os parimetros de reproducdo. Se se utilizarem andlises
estatisticas, 0 método escolhido deve ser adequado a distribui¢do da varidvel examinada, que importa selecionar
antes do inicio do estudo. A andlise estatistica da DAG e da reten¢do de mamilo deve basear-se em dados
individuais das crias, tendo em conta os efeitos da ninhada. Se for adequado, a ninhada é escolhida como
unidade de andlise. A andlise estatistica do peso corporal das crias deve basear-se nos dados relativos a cada
individuo, tendo em conta o tamanho da ninhada. Devido ao pequeno tamanho do grupo, a utilizagdo de dados
histéricos de controlo (por exemplo, para o tamanho das ninhadas), quando disponiveis, pode também ser qtil
para auxiliar a interpretacio do estudo.

Avaliacio dos resultados

52. As conclusdes do estudo de toxicidade devem ser ponderadas com base nos efeitos observados, na autdpsia e
nos resultados microscopicos. A andlise deverd considerar a relagdo (ou a auséncia de relagdo) entre a dose do
produto quimico em estudo e a presenga ou auséncia, incidéncia e gravidade de anomalias, incluindo lesdes
macroscopicas, 6rgdos identificados como alvos, infertilidade, alteragdes na reproducdo e na procriagio, altera-
¢des do peso corporal, efeitos na mortalidade e quaisquer outros efeitos tdxicos.

53. Devido ao periodo reduzido de tratamento dos machos, a histopatologia dos testiculos e dos epididimos deve
ser analisada juntamente com os dados de fertilidade, aquando da avaliacio dos efeitos para a reprodugio
masculina. A utilizacdo de dados histéricos de controlo sobre a reproduciofo desenvolvimento (por exemplo,
para o tamanho da ninhada, a DAG, a reten¢do de mamilo, os niveis séricos de T4), quando disponiveis, pode
também ser ttil para auxiliar a interpretacio do estudo.

54. Para fins de controlo de qualidade, propde-se a compilagio de dados de controlo histéricos e o cdlculo de
coeficientes de variacio dos dados numéricos, especialmente no caso dos pardmetros relacionados com a
detegdo de perturbadores do sistema enddcrino. Estes dados podem ser utilizados para fins comparativos na
avaliagio de estudos reais.
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Relatério de ensaio

55. O relatério de ensaio deve conter as seguintes informagdes:
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, hidrossolubilidade e outras propriedades fisico-quimicas pertinentes;

— dados de identificacio quimica, como as denominagdes IUPAC ou CAS, niimero CAS, c6digo SMILES ou
InChl, féormula estrutural, pureza, identidade quimica de impurezas, caso se justifique e seja exequivel, etc.

Substancia multicomponentes, UVCB e misturas:

— caracterizada, na medida do possivel, pela identidade quimica (ver acima), pela ocorréncia quantitativa e
pelas propriedades fisico-quimicas pertinentes dos componentes.

Veiculo (se adequado):

— Justificagdo da escolha do veiculo, se ndo for aquoso;

Animais utilizados no ensaio:

— espécie e estirpe utilizadas;

— namero, idade e sexo dos animais;

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

— peso individual dos animais no inicio do ensaio

— caso ndo sejam utilizadas ratazanas, justificacio do recurso a outra espécie.
Condicdes de realizacdo do ensaio:

— fundamentagio da escolha das doses;

— eclementos relativos a formulagdo do produto quimico em estudo efou a incorporagio do mesmo na
alimentagdo dos animais; concentracdo atingida, estabilidade e homogeneidade da preparagio;

— elementos relativos a administragdo do produto quimico em estudo;

— se pertinente, equivaléncia entre a concentragdo do produto quimico em estudo na dieta ou na dgua de
beber, expressa em ppm, e a dose real, expressa em mg/kg de peso corporal/dia,
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— elementos relativos a qualidade dos alimentos e da dgua;

— descricdo pormenorizada do processo de aleatorizagdo para selecionar as crias para abate, se o abate for
seletivo.

Resultados:

— pesos corporais e alteragdes de peso corporal;

— consumo de alimentos e consumo de dgua, se disponiveis;

— reagdes toxicas em funcdo do sexo e da dose administrada, nomeadamente fertilidade, gestacdo e outros
sinais de toxicidade;

— duragdo do perfodo de gestacio;

— efeitos tdxicos (ou outros) na reproducdo, descendéncia, crescimento pds-natal, etc.;

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

— numero de fémeas adultas com ciclo éstrico normal ou anormal e duragio do ciclo;

— ntimero de nados-vivos e de perdas pds-implantacio;

— dados relativos a massa corporal da cria;

— DAG de todas as crias (e peso corporal no dia da medi¢do da DAG);

— retengdo de mamilo em crias do sexo masculino,

— niveis das hormonas da tiroide no dia 13, para as crias e os machos adultos (bem como para as mdes e as
crias no dia 4, caso tenham sido medidos)

— namero de crias com anomalias macroscopicas visiveis, avaliagio bruta dos Orgdos genitais externos,
ntimero de crias significativamente menores do que as crias de controlo correspondentes;

— momento do ébito durante o estudo ou indicagio de que os animais sobreviveram até ao término do
estudo;

— numero de implantagdes, dimensdo da ninhada e pesos da ninhada no momento do registo;

— peso corporal no momento da eutandsia e peso dos érgdos dos animais progenitores;

— resultados das autdpsias;

— descricdo pormenorizada das observacdes histopatoldgicas;
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56.

— dados de absorg¢do (se disponiveis);

— tratamento estatistico dos resultados, se for o caso.

Discussdo dos resultados

Conclusdes

Interpretacio dos resultados

O estudo fornece avaliagdes da toxicidade para a reprodugio/o desenvolvimento associada a administracio de
doses repetidas (ver pontos 5 e 6). Pode dar uma indicagdo da necessidade de realizar mais estudos e fornece
orientacdes para a concegdo dos estudos subsequentes. Deve consultar-se o documento de orientagdes 43 da
OCDE para a interpretacio dos resultados sobre a reproducio e o desenvolvimento (12). O documento de
orientacdes 106 da OCDE sobre a avaliacdo histoldgica dos ensaios enddcrinos e de reprodugdo em roedores
(11) fornece informagdes sobre a preparagdo e a avaliacio de 6rgdos enddcrinos e de esfregagos vaginais, que
podem ser fteis no contexto da presente Test Guideline.
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Apéndice 1

DEFINICOES (VER TAMBEM A TEST GUIDELINE 150 DA OCDE) (6)

Atividade anfrogénica: capacidade de um produto quimico de agir como uma hormona androgénica natural (por
exemplo, a testosterona), num mamifero.

Atividade antiandrogénica: capacidade de um produto quimico de suprimir a a¢do de uma hormona androgénica natural
(por exemplo, a testosterona), num mamifero.

Atividade antiestrogénica: capacidade de um produto quimico de suprimir a a¢io de uma hormona estrogénica natural
(por exemplo, o 178-estradiol), num mamifero.

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

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

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

Diminui¢do da fertilidade: reflete perturbagdes de fungdes ou capacidades reprodutoras masculinas ou femininas.

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

Dose: quantidade de produto quimico em estudo administrada. Exprime-se em peso didrio do produto quimico por
unidade de peso corporal do animal em estudo (por exemplo, mg/kg de peso corporal/dia), ou sob a forma de uma
concentracio constante na dieta.

NOAEL: abreviatura de «No Observed Adverse Effect Level» («nivel sem observagio de efeitos nocivos»); constitui a dose
maxima cuja exposi¢do ndo produz efeitos nocivos observaveis.

Produto quimico: uma substincia ou mistura.

Produto quimico em estudo: qualquer substincia ou mistura a qual seja aplicado o presente método de ensaio.
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Toxicidade para o desenvolvimento: manifestagdo de toxicidade reprodutiva, sob a forma de perturbagdes estruturais pré-
-natal, peri-natal e pds-natal ou perturbagdes funcionais nos descendentes.

Toxicidade evidente: termo geral que descreve a existéncia de sinais claros de toxicidade ap6s a administragdo do produto
quimico em estudo. Os sinais em causa devem ser suficientes para a avaliagio dos perigos e devem permitir prever que o
aumento da dose administrada provoque o aparecimento de sinais intensos de toxicidade e provavel mortalidade.

Toxicidade materna: efeitos nocivos em fémeas gravidas, quer ocorram especificamente (efeitos diretos) ou ndo especi-
ficamente (efeitos indiretos).

Toxicidade para a reproducio: designa efeitos prejudiciais na descendéncia efou perturbagdes de funcdes ou capacidades
reprodutoras masculinas ou femininas.

Validagdo: processo cientifico concebido para caracterizar as limitagdes e os imperativos operacionais de um método de
ensaio e demonstrar a fiabilidade e pertinéncia do mesmo para um determinado fim.
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Apéndice 2

DIAGRAMA DO CALENDARIO EXPERIMENTAL, COM INDICACAO DA DURACAO MAXIMA DO ESTUDO - PERIODO TOTAL DE
ACASALAMENTO DE 14 DIAS

MACHOS/REPRODUT EXPOSICAD PROLONGADA
ORES FACULTATIVA
MACHOS MACHOS MACHOS
% FEMEAS PRENHES MAES
FEMEAS
FEMEAS FEMEAS s
FEMEAS NAO PRENHES
Pré-exposicdo Pré- Acasalamento Gestacdo Lactagdo
(14 dias) acasalamento (méximo 14 dias) {aprox, 22 dias) {aprox. 13 dias)
1 7 14 21 28 35 42 49 5 B4 77
Inicio do estudo Necropsia de Parto (PND 0) Dia 13 pos-parto
machos/reprodutor aPND 4: Mecropsia de fémeas
Avaliagio pré- o AGD em todas e crias
expasicdo do ciclo [depois de urm as crias (PND Retencdo do mamilo
éstrico, seguido de periodo de OPND 4; em crias macho.
acompanhamento dosagem de pelo mesmo dia) MNecropsia de
didrio de esfregaco menoes 4 semanas) Eliminagio de machos/reprodutare
vaginal desde o inicio 2 crias por < {opcional).
do tratamente até Dasagem Sem dosagem ninhada para
T4 [PND 4)

surgir evidéncia de
acasalamento

[ |
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Apéndice 3

RELATORIO DE SINTESE SOBRE OS EFEITOS NA REPRODUCAO/NO DESENVOLVIMENTO

OBSERVACOES VALORES

0

Dosagem (unidades) (controlo)

Pares iniciais (N)

Ciclo éstrico (pelo menos, a duracdo média
e a frequéncia de ciclos irregulares)

Fémeas que apresentam indicios de copula-
¢io (N)

Fémeas que engravidaram (N)

Concecdo nos dias 1-5 (N)

Concecdo nos dias 6 -... (1) (N)

Gestacdo < 21 dias (N)

Gestacdo = 22 dias (N)

Gestacdo > 23 dias (N)

Mies com nados-vivos (N)

Mies com nados-vivos no dia 4 pp (N)

Implantes/mie (média)

Crias vivas/mde a nascenca (média)

Crias vivas/mde no dia 4 (média)

Récio sexual (mff) a nascenga (média)

Récio sexual (mff), no dia 4 (média)

Peso da ninhada a nascenca (média)

Peso da ninhada no dia 4 (média)

Peso da cria a nascenca (média)

Peso da cria no momento da medicio da
DAG (média dos machos, média das fé-
meas).
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OBSERVACOES

VALORES

Dosagem (unidades)

0
(controlo)

DAG da cria no mesmo dia, dia 4 apés o
nascimento (média dos machos, média das
fémeas, nota PND)

Peso das crias no dia 4 (média)

Retenc¢io de mamilo das crias do sexo mas-
culino no dia 13 (média)

Peso das crias no dia 13 (média)

CRIAS ANORMAIS

Maies com 0

Maes com 1

Maies com = 2

PERDA DE CRIAS

Implantagdes pré-natais/pés-natais (implantacdes menos nados-vivos)

Fémeas com 0

Fémeas com 1

Fémeas com 2

v
w

Fémeas com

Pés-natal (nados-vivos menos vivos no dia

13 pés-natal)

Fémeas com 0

Fémeas com 1

Fémeas com 2

Fémeas com > 3

() Ultimo dia do periodo de acasalamento
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B.64 ESTUDO DA TOXICIDADE DE DOSE REPETIDA COMBINADO COM O ENSAIO DE RASTREIO DA TOXICIDADE
PARA A REPRODUCAO/O DESENVOLVIMENTO

INTRODUCAO

1. O presente método de ensaio é equivalente a Test Guideline 422 (2016) da OCDE. As diretrizes da OCDE para o
ensaio de produtos quimicos sdo revistas periodicamente a luz do progresso cientifico. A diretriz original para o
ensaio, n.° 422, foi adotada em 1996, com base num protocolo denominado Combined Repeat Dose and Reproductive/
/Developmental Screening Test, debatido em duas reunides de peritos, realizadas em Londres, em 1990 (1), e em Tdquio,
em 1992 (2).

2. O presente método combina uma parte de verificacdo da toxicidade para a reproduciofo desenvolvimento que se
baseia na experiéncia adquirida nos Estados-Membros com a utilizacgdo do método original para os produtos
quimicos existentes com elevado volume de produgio e com ensaios exploratérios com substincias de controlo
positivo (3) (4), com uma parte relativa a toxicidade de dose repetida, em conformidade com a Test Guideline 407 da
OCDE (Repeated Dose 28-Day Oral Toxicity Study in Rodents, correspondente ao capitulo B.7 deste anexo).

3. O presente método de ensaio foi atualizado com pardmetros relativos a perturbadores do sistema enddcrino, na
sequéncia da atividade altamente prioritdria da OCDE, iniciada em 1998, de revisdo das diretrizes de ensaio existentes
e elaboragdo de novas orientagdes para a andlise e o ensaio de potenciais perturbadores do sistema endécrino (5).
Neste contexto, a Test Guideline 407 (correspondente ao capitulo B.7 deste anexo) foi melhorada em 2008 com
parametros adequados para detetar a atividade enddcrina de produtos quimicos em estudo. O objetivo da atualizagio
da Test Guideline 422 era incluir alguns pardmetros relevantes no rastreio dos perturbadores do sistema endécrino nas
Test Guidelines cujos periodos de exposicio abrangem alguns dos periodos sensiveis do desenvolvimento (periodo pré-
-natal e primeira fase do perfodo pés-natal).

4. A Test Guideline 443 (estudo alargado de toxicidade reprodutiva uma geragio, correspondente ao capitulo B.56 deste
anexo) foi incluida na Test Guideline 422 com base num estudo de viabilidade relativo a questdes cientificas e técnicas
relacionadas com a inclusdo, bem como eventuais adaptacdes da concecdo do ensaio necessirias para a mesma (6).

5. O presente método de ensaio destina-se a produzir informacdes limitadas sobre os efeitos de um produto quimico
em estudo no desempenho reprodutor masculino e feminino, como a fungio gonadal, o comportamento de
acasalamento, a fecundacdo e o desenvolvimento do feto e o parto. Ndo constitui uma alternativa aos métodos
de ensaio B.31, B.34, B.35 ou B.56, nem os substitui.

CONSIDERACOES INICIAIS

6. Na apreciagio e avaliagio das caracteristicas de toxicidade de produtos quimicos em estudo pode determinar-se a
toxicidade oral por dose repetida depois de se obterem informacdes sobre a toxicidade aguda a partir de ensaios
realizados para o efeito. O presente estudo fornece informagdes sobre os possiveis riscos para a saide de uma
exposi¢do repetida num perfodo relativamente limitado. O método compreende um estudo bdsico de toxicidade por
dose repetida, que pode utilizar-se para produtos quimicos que nio justifiquem um estudo a 90 dias (por exemplo, se
o volume de producio nido exceder determinados limites) ou como estudo exploratério com vista a um estudo a
longo prazo. Na realizagio do estudo, devem seguir-se os principios de orientagdo e as considerag¢des descritas no
documento de orienta¢des n.° 19 da OCDE quanto ao reconhecimento, avaliacio e utilizagdo dos sinais clinicos
como paridmetros de tratamento humano para experiéncias com animais utilizados em avaliagdes de seguranca (7).

7. O estudo inclui ainda um ensaio de despistagem da toxicidade para a reproducio/o desenvolvimento; por conse-
guinte, pode também ser utilizado para fornecer informagdes preliminares sobre possiveis efeitos no desempenho
reprodutor dos machos e das fémeas, como a fun¢do gonadal, o comportamento de acasalamento, a fecundagio e o
desenvolvimento do feto e o parto, quer numa fase inicial de avaliagio das propriedades toxicoldgicas dos produtos
quimicos em estudo, quer no ensaio de produtos quimicos que suscitam preocupacdo. O método de ensaio ndo
fornece informagdes completas sobre todos os aspetos da reprodugdo e do desenvolvimento. Proporciona apenas,
nomeadamente, meios limitados para a detecio de manifestacbes pds-natais de exposicdo pré-natal ou de efeitos que
possam ser induzidos durante a exposi¢do pds-natal. Devido, entre outros motivos, ao nimero relativamente
reduzido de animais dos grupos de dosagem, a seletividade dos pardmetros e a curta duragdo do estudo, o método
ndo fornece dados que apoiem a declaragdo definitiva de inexisténcia de efeitos na reproducido/no desenvolvimento.
Além disso, na auséncia de dados de outros ensaios de toxicidade para a reproduciofo desenvolvimento, os
resultados positivos sdo Uteis para a avaliagdo preliminar dos perigos e contribuem para fundamentar as decisdes
quanto a necessidade e a oportunidade de realizar ensaios adicionais.
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8. Os resultados correspondentes aos parametros relacionados com o sistema enddcrino devem interpretar-se com base
no documento Conceptual Framework for Testing and Assessment of Endocrine Disrupting Chemicals (8), elaborado pela
OCDE, que estabelece um quadro concetual para o ensaio e a avaliagio de produtos quimicos perturbadores do
sistema enddcrino. Nesse quadro, o método correspondente a Test Guideline 422 da OCDE melhorada consta do nivel
4, constituindo um ensaio in vivo que fornece dados sobre efeitos nocivos em determinados pardmetros do sistema
enddcrino. Contudo, um sinal do sistema enddcrino ndo pode, por si s6, ser considerado prova suficiente de que o
produto quimico em estudo é um perturbador desse sistema.

9. O método confere especial importancia aos efeitos neurolégicos, devendo efetuar-se um exame clinico pormenori-
zado dos animais, de modo a obter o mdximo possivel de informagdes. Deve permitir identificar substincias com
potencial neurotéxico passiveis de necessitarem de uma investigacdo mais aprofundada. Além disso, pode também
fornecer uma indicagdo bdsica dos efeitos imunolégicos.

10. Na auséncia de dados de outros estudos de toxicidade sistémica, de toxicidade para a reprodugdofo desenvolvimento,
de neurotoxicidade efou de imunotoxicidade, os resultados positivos sdo tteis para a avaliagdo preliminar dos perigos
e contribuem para fundamentar as decisdes relativas a necessidade e a oportunidade de ensaios adicionais. O ensaio
pode ser particularmente wtil no 4mbito do Screening Information Data Set (conjunto de dados de informagdo de
despistagem) da OCDE para a avaliagdo dos produtos quimicos existentes relativamente aos quais existe pouca ou
nenhuma informacio toxicoldgica, podendo também servir de alternativa a realizacdo de dois ensaios separados de
toxicidade de dose repetida (Test Guideline 407 da OCDE, que corresponde ao capitulo B.7 deste anexo) e de
toxicidade para a reprodugiofo desenvolvimento (Test Guideline 421 da OCDE, que corresponde ao capitulo B.63
deste anexo), respetivamente. Pode também ser utilizado como estudo exploratério de determinacio da gama de
dosagens para estudos mais exaustivos sobre a reprodugdofo desenvolvimento, ou sempre que isso for considerado
relevante.

11. Em geral, parte-se do principio de que existem diferengas de sensibilidade entre os animais prenhes e ndo prenhes.
Por isso, pode ser mais complexo determinar no ensaio combinado dosagens adequadas para avaliar tanto a
toxicidade sistémica generalizada como a toxicidade especifica para a reproduciofo desenvolvimento do que em
ensaios realizados separadamente. Além disso, a interpretacdo dos resultados dos ensaios, no que respeita a toxicidade
sistémica geral, pode ser mais dificil do que quando ¢ realizado um estudo separado de doses repetidas, sobretudo se
os pardmetros séricos e histopatoldgicos ndo forem avaliados em simultdneo no estudo. Devido a estas complexi-
dades técnicas, ¢ necessdria uma experiéncia consideravel em ensaios de toxicidade para realizar o ensaio combinado.
Por outro lado, além do recurso a um ndmero inferior de animais, o ensaio combinado pode constituir um meio
mais adequado para distinguir os efeitos diretos na reprodugio/no desenvolvimento dos efeitos secunddrios em
relagio a outros efeitos (sistémicos).

12. No presente ensaio, o periodo de dosagem ¢é mais longo do que num estudo convencional de dose repetida com 28
dias. No entanto, utiliza menos animais de cada sexo por grupo do que os estudos convencionais de dose repetida a
28 dias realizados em complemento a ensaios da toxicidade na reproducio/no desenvolvimento.

13. O presente método prevé a administracdo por via oral do produto quimico em estudo. Pode ser necessério introduzir
alteracdes se forem utilizadas outras vias de exposicdo.

14. Antes da aplicagdo do método de ensaio a uma mistura para obter dados com fins normativos, importa ponderar se
- ¢, em caso afirmativo, por que motivo — o método pode proporcionar resultados adequados para o efeito. Essas
considera¢des ndo sdo necessdrias se existir um requisito normativo para o ensaio da mistura.

15. Definem-se no apéndice 1 alguns conceitos utilizados.

PRINCIPIO DO ENSAIO

16. O produto quimico em estudo é administrado, em doses escalonadas, a varios grupos de machos e fémeas. Os
machos devem ser tratados durante, pelo menos, quatro semanas, até ao dia anterior ao da eutandsia, inclusive, o que
abrange, no minimo, duas semanas antes do acasalamento, o perfodo de acasalamento e aproximadamente duas
semanas ap6s o acasalamento. Tendo em conta o periodo limitado de dosagem pré-acasalamento dos machos, a
fertilidade pode ndo constituir um indicador particularmente sensivel da toxicidade testicular. Por conseguinte, é
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essencial um exame histolégico pormenorizado dos testiculos. A combinagdo de um periodo de dosagem pré-
-acasalamento de duas semanas e de observagdes subsequentes de acasalamento/fertilidade com um periodo global
de dosagem de, pelo menos, quatro semanas, seguido de histopatologia pormenorizada das génadas do macho, é
considerada suficiente para permitir a detecio da maioria dos efeitos na fertilidade masculina e na espermatogénese.

17. As fémeas devem ser tratadas ao longo de todo o estudo, ou seja, duas semanas antes do acasalamento — com o
objetivo de abranger, pelo menos, dois ciclos éstricos completos —, o periodo varidvel até a concegio, a gravidez e,
pelo menos, treze dias apds o parto, até ao dia anterior ao da eutandsia, inclusive.

18. A duragio do estudo, ap6s a aclimatizacio, com uma avaliacgio do ciclo éstrico efetuada antes do inicio do
tratamento, depende do desempenho das fémeas, e é de cerca de 63 dias, [pelo menos 14 dias antes do acasala-
mento, até 14 dias de acasalamento, 22 dias de gestagdo, 13 dias de aleitamento].

19. No decurso do periodo de administracio, verifica-se atentamente, todos os dias, se os animais evidenciam sinais de
toxicidade. Os que morrem ou sdo eutanasiados no periodo de ensaio sio autopsiados; no final do ensaio, sio
eutanasiados e autopsiados os animais sobreviventes.

DESCRICAO DO METODO
Selecdo de espécies animais

20. O presente método de ensaio foi concebido para ratazanas. Se os pardmetros que nele se especificam forem
estudados noutra espécie de roedor, essa opgdo deve ser justificada pormenorizadamente. A ratazana foi a tnica
espécie utilizada no programa internacional de validagio da detecio de perturbadores do sistema endécrino (TG
407). Deve evitar-se a utilizacdo de estirpes de fecundidade baixa ou nas quais se verifique uma incidéncia elevada de
deficiéncias de desenvolvimento. Devem utilizar-se animais virgens saudaveis, ndo sujeitos a experiéncias anteriores.
Importa especificar a espécie, a estirpe, o sexo, o peso efou a idade dos animais utilizados. No inicio do estudo, as
diferengas de peso entre os animais devem ser minimas, ndo se desviando mais de 20 % do peso médio dos animais
de cada sexo. Nos casos em que for realizado como estudo preliminar de um estudo a longo prazo ou numa geragio,
é preferivel utilizar animais da mesma estirpe e proveniéncia em ambos os estudos.

Condicdes de alojamento e de alimentacdo

21. Todos os procedimentos devem respeitar as normas locais de manipulagdo de animais de laboratdrio. A temperatura
do biotério deve ser de 22 °C £ 3 °C. A humidade relativa deve ser, no minimo, de 30 % e, de preferéncia, ndo deve
exceder 70 %, exceto durante a limpeza do biotério. A iluminagdo deve ser artificial, com uma sequéncia de 12 horas
de luz seguidas de 12 horas de escuriddo. Para a alimentagdo, podem ser usadas dietas convencionais de laboratério,
com acesso ilimitado a dgua potdvel. A escolha da dieta pode ser influenciada pela necessidade de garantir uma
mistura adequada do produto quimico em estudo, quando administrado por essa via.

22. Os animais devem ser alojados em pequenos grupos do mesmo sexo. Os animais podem ser alojados individual-
mente, se tal se justificar do ponto de vista cientifico. Em caso de alojamento coletivo, cada gaiola ndo deve alojar
mais de cinco animais. O acasalamento deve ocorrer em gaiolas adequadas para o efeito. As fémeas prenhes devem
ser colocadas em gaiolas individuais e dispor de materiais de nidificacdo. As fémeas em lactacdo devem ser colocadas
em gaiolas individuais com as crias.

23. Deve efetuar-se com regularidade uma pesquisa de contaminantes nos alimentos fornecidos e conservar-se uma
amostra da dieta até o relatério estar concluido.

Preparacio dos animais

24. Os animais adultos jovens e sauddveis s3o repartidos ao acaso pelos grupos de tratamento e por gaiolas. As gaiolas
devem estar dispostas de forma a minimizar possiveis efeitos decorrentes do seu posicionamento. Os animais sio
identificados de forma inequivoca, devendo ser aclimatados as condi¢des de laboratério durante, pelo menos, cinco
dias antes de se iniciar o estudo.

Preparacio das doses

25. Recomenda-se a consulta do PON aquando da implementagio e utilizacio de um desses modelos no laboratério. Se
for selecionada a via oral, o produto quimico em estudo é geralmente administrado por gavagem; no entanto, os
produtos podem ser administrados através dos alimentos ou da dgua de beber.
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26. Se necessério, o produto quimico em estudo pode ser dissolvido ou suspenso num veiculo adequado. Recomenda-se
que, sempre que possivel, se opte por uma solugdo ou suspensdo aquosa; caso isso ndo seja viavel, pode optar-se por
uma solugdo ou suspensdo num 6leo (por exemplo, em 6leo de milho); em dltimo caso, pode recorrer-se a uma
solucdo noutro veiculo. Se este ndo for aquoso, devem conhecer-se as suas caracteristicas de toxicidade. Importa
determinar a estabilidade e a homogeneidade do produto quimico em estudo no veiculo.

PROCEDIMENTO
Nimero e sexo dos animais

27. Recomenda-se que cada grupo seja iniciado com, pelo menos, 10 machos e 12-13 fémeas. As fémeas serdo avaliadas
para pré-exposicdo do ciclo éstrico; os animais que ndo apresentem ciclos tipicos de 4-5 dias ndo sdo incluidos no
estudo. Assim, é recomenddvel utilizar um nimero mais elevado de fémeas, a fim de assegurar a presenga de 10
fémeas reprodutoras por grupo. Exceto no caso de efeitos téxicos marcados, prevé-se que o nimero de fémeas
prenhes por grupo seja, no minimo, igual a 8, que, normalmente, ¢ o niimero minimo aceitdvel de fémeas prenhes
por grupo. O objetivo é produzir gravidezes e crias em niimero suficiente para assegurar uma avaliagdo significativa
do potencial do produto quimico em estudo para afetar a fertilidade, a gravidez, o comportamento materno e de
aleitamento, o crescimento e o desenvolvimento da geragdo F;, desde a fecundacdo até ao dia 13 pds-parto. Caso se
preveja a eutandsia de alguns animais durante o ensaio, o referido ndmero deve ser acrescido do niimero de animais
a sacrificar. Deve ponderar-se a possibilidade de constituir um grupo-satélite adicional de cinco animais de cada sexo
nos grupos de controlo e de dose maxima, para observar a reversibilidade, a persisténcia ou a ocorréncia tardia de
efeitos toxicos sistémicos, durante, pelo menos, 14 dias apds o tratamento. Os animais dos grupos-satélite nio devem
acasalar, pelo que ndo sdo utilizados na avaliacio da toxicidade para a reprodugiofo desenvolvimento.

Dosagem

28. De modo geral, devem utilizar-se, no minimo, trés lotes de ensaio e um lote de controlo. Se ndo se dispuser de dados
gerais de toxicidade adequados, pode efetuar-se um estudo exploratdrio, com animais da mesma estirpe e prove-
niéncia, para facilitar a determinacio das doses a utilizar. Salvo no que respeita a exposi¢do ao produto quimico em
estudo, os animais dos grupos de controlo devem ser tratados do mesmo modo que os animais dos grupos de
ensaio. Se for utilizado um veiculo para administrar o produto quimico em estudo, o grupo de controlo deve receber
o volume médximo de veiculo utilizado.

29. Na sele¢io das doses devem ter-se em conta os dados eventualmente disponiveis em matéria de toxicidade e
toxicocinética. Importa também ter em conta o facto de poder haver diferengas de sensibilidade entre animais
prenhes e ndo prenhes. Deve escolher-se como dose mais elevada uma dose que induza efeitos téxicos, mas ndo
cause mortalidade nem sofrimento evidente. Posteriormente, deve selecionar-se uma sequéncia decrescente de doses,
com o objetivo de evidenciar uma correlagio entre a dose administrada e a reagdo, bem como a auséncia de efeitos
nocivos associados a administragio da dose mais reduzida. O intervalo 6timo entre doses consecutivas é frequen-
temente definido por um fator de 2 a 4. A inclusio de um quarto grupo de ensaio é muitas vezes preferivel ao uso
de intervalos muito grandes entre as dosagens (fatores superiores a 10).

30. Caso se observem sinais de toxicidade generalizada (por exemplo, reducdo do peso corporal, efeitos ao nivel hepatico,
cardfaco, pulmonar ou renal, etc.) ou outras alteracdes que possam ndo ser reagdes toxicas (por exemplo, diminui¢do
da quantidade de alimentos ingerida, dilatacio hepdtica, etc.), deverd interpretar-se com cautela qualquer efeito
observado ao nivel dos pardmetros enddcrinos.

Ensaio no limite

31. Sempre que um ensaio, realizado de acordo com o presente método, que utilize uma dose de, pelo menos,
1 000 mg/kg de massa corporal/dia ou — no caso da administragdo através dos alimentos ou da dgua para beber
— uma percentagem equivalente em relagdo aos mesmos (com base na determinagdo da massa corporal), ndo produza
efeitos toxicos observaveis, ou se, tendo em conta dados referentes a substancias estruturalmente afins, ndo se prever
a ocorréncia de efeitos toxicos, pode ndo ser necessdrio efetuar um estudo completo com vérias doses. Nesses casos,
justifica-se a realizagdo de um ensaio no limite, exceto se os dados relativos a exposi¢do humana aconselharem o
ensaio de doses superiores. Caso se usem outras formas de administragdo, como a inalagio ou a aplicacdo cutanea, as
propriedades fisico-quimicas do produtos quimico de ensaio sio muitas vezes indicativas e limitativas do nivel
méximo de exposi¢do praticvel.

Administracio das doses

32. Os animais sdo tratados diariamente com o produto quimico em estudo, durante uma semana. A administracdo
forgada por meio de uma sonda esofdgica deve efetuar-se numa dose tnica, utilizando um tubo estomacal ou uma
canula de intubacio adequada. O volume mdaximo de liquido que pode ser administrado de cada vez depende do
tamanho do animal. O volume médximo de liquido que pode ser administrado numa toma depende também do



L 247/134 Jornal Oficial da Unido Europeia 26.9.2019

tamanho do animal de ensaio, ndo devendo exceder 1 ml/100 g de peso corporal; excetuam-se as solugdes aquosas,
que podem ser administradas na propor¢do de 2 ml/100 g de peso corporal. Exceto no caso de produtos quimicos
irritantes ou corrosivos, que normalmente revelam efeitos exacerbados em concentragdes superiores, a variabilidade
no volume de ensaio deve ser minimizada ajustando a concentragio de modo a garantir um volume constante em
todos os niveis de dosagem.

33. No caso de produtos administrados através da alimentacdo ou da dgua de beber, é importante assegurar que as
quantidades do produto ndo interferem com a nutricio normal ou com a composi¢do da dgua. Se o produto for
administrado na alimentagdo, pode optar-se por concentragdes constantes desta (da ordem das ppm) ou por doses
constantes em relacdo ao peso corporal de cada animal. Se o produto quimico em estudo for administrado por
gavagem, a dose deve ser administrada todos os dias a mesma hora, devendo ajustar-se, pelo menos, uma vez por
semana a fim de se manter uma dose constante em relacio ao peso corporal do animal; caso o estudo combinado de
toxicidade oral da dose repetida preceda um estudo a longo prazo, é conveniente utilizar uma dieta semelhante em
ambos os ensaios.

Calenddrio da experiéncia

34. O tratamento de ambos os sexos deve ter inicio 2 semanas antes do acasalamento, depois de os animais serem
aclimatados durante, pelo menos, 5 dias e as fémeas serem sujeitas a exames de detegdo de ciclos éstricos normais
(num periodo de 2 semanas anterior ao tratamento). O estudo deve ser programado de forma a que a avaliagio do
ciclo éstrico comece pouco depois de os animais terem atingido a plena maturidade sexual, o que pode variar
ligeiramente nas diferentes linhagens de ratazanas em laboratdrios diferentes, sendo, por exemplo, as 10 semanas nas
ratazanas Sprague Dawley e cerca das 12 semanas nas ratazanas Wistar. As mdes com crias devem ser eutanasiadas
no dia 13 ap6s o parto, ou pouco depois. Para permitir que os animais jejuem desde a véspera da colheita de sangue
(caso seja preferivel esta opgdo), as mdes e as crias ndo tém necessariamente de ser abatidas no mesmo dia. O dia de
nascimento (ou seja, quando o parto é concluido) é definido como o dia 0 apbs o parto. As fémeas que ndo
apresentem qualquer indicio de copulagio sdo mortas 24 a 26 dias ap6s o tltimo dia do periodo de acasalamento. O
nivel de dosagem é mantido em ambos os sexos durante o periodo de acasalamento. Os machos devem continuar a
ser tratados apds o periodo de acasalamento, pelo menos até ter decorrido o periodo total minimo de dosagem, de
28 dias. Em seguida, sdo eutanasiados ou, em alternativa, sio mantidos e continuam a ser tratados, para um eventual
segundo acasalamento, se isso for considerado adequado.

35. As fémeas prenhes devem continuar a ser tratadas durante a gravidez e, pelo menos, até ao dia 13 apés o parto ou
ao dia anterior ao abate. No caso de o produto quimico em estudo ser administrado por inalagdo ou por via cutanea,
o tratamento deve continuar a ser administrado pelo menos até ao dia 19 de gestagdo, inclusive, e ser retomado o
mais rapidamente possivel, o mais tardar no dia 4 apds o parto.

36. Os animais de grupos-satélite com observa¢des subsequentes, caso sejam utilizados, ndo acasalam. Devem ser
mantidos durante, pelo menos, 14 dias apds o primeiro abate programado de mdes, sem tratamento que permita
detetar a ocorréncia tardia, a persisténcia ou a superagdo dos efeitos toxicos.

37. O apéndice 2 apresenta um diagrama do calenddrio da experiéncia.

Ciclos éstricos

38. Os ciclos éstricos devem ser monitorizados antes do inicio do tratamento, de forma a selecionar para o estudo
fémeas com um ciclo regular (ver ponto 27). Os esfregacos vaginais também devem ser monitorizados diariamente
desde o inicio do periodo de tratamento, até haver indicagdes de acasalamento. Se houver preocupagdes quanto a
efeitos agudos ligados ao stress que possam alterar os ciclos éstricos com o inicio do tratamento, os laboratérios
podem expor os animais durante 2 semanas, e em seguida colher esfregacos vaginal diariamente, a fim de moni-
torizar o ciclo éstrico durante, pelo menos, duas semanas durante o periodo de pré-acasalamento e igualmente
durante o periodo de acasalamento, até que haja provas de copulagdo. Aquando da colheita de células vaginais|
[cervicais, deve ter-se o cuidado de evitar perturbar a mucosa, o que pode induzir uma pseudogravidez (8) (9).

Processo de acasalamento

39. Normalmente, devem ser utilizados neste estudo acasalamentos de 1:1 (um macho e uma fémea). Pode haver
excecOes em caso de morte ocasional de machos. A fémea deve ser colocada com o mesmo macho até se observarem
indicios de copulagdo ou terem decorrido duas semanas. Devem examinar-se as fémeas todas as manhds, para
verificar a presenga de esperma ou de rolhdo vaginal. O dia 0 da gravidez é definido como o dia em que é
confirmada a evidéncia de acasalamento (dete¢do de rolhdo vaginal ou esperma). Se a tentativa de acasalamento
for mal sucedida, poderd tentar-se um novo acasalamento das fémeas com machos do mesmo grupo comprovada-
mente aptos a procriar.
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Nitmero de animais por ninhada

40. No dia 4 apés o parto, o niimero de animais de cada ninhada pode ser ajustado, eliminando as crias excessivas por
selecdo aleatéria, a fim de se obter, tdo perto quanto possivel, quatro ou cinco crias por sexo e por ninhada,
consoante o tamanho normal das ninhadas das estirpes de ratazanas utilizadas. Devem ser colhidas amostras de
sangue de duas das crias excedentdrias, que serdo agrupadas e utilizadas para a determinacdo dos niveis do soro T4.
Nio ¢é adequada a eliminacdo seletiva das crias, por exemplo, com base no peso corporal ou na distincia anogenital
(DAG). Sempre que o ntimero de crias do sexo masculino ou feminino impeca a obten¢do de quatro ou cinco
animais de cada sexo por ninhada, é admissivel um ajustamento parcial — por exemplo, seis machos e quatro fémeas.
Nio devem ser eliminadas crias se as ninhadas ficarem aquém da meta de abate (8 ou 10 crias/ninhada). Se existir
uma Unica cria além da meta de abate, apenas uma cria deve ser eliminada e utilizada para a colheita de sangue com
vista a possiveis avaliagdes séricas de T4.

41. Se o tamanho da ninhada ndo for ajustado, eutanasiam-se duas crias por ninhada no dia 4 apés o nascimento e
colhem-se amostras de sangue para medicdo das concentra¢des de hormonas da tiroide. Se possivel, essas duas crias
de cada ninhada devem ser fémeas, a fim de reservar as crias do sexo masculino para as avaliagdes de retengdo de
mamilo, exceto se essas crias ndo deixarem outras fémeas para avaliagio no termo da experiéncia. Ndo devem ser
eliminadas crias se a ninhada ficar com menos de 8 ou 10 crias (em funcdo do tamanho normal das ninhadas das
estirpes de ratazanas em causa). Se existir uma Unica cria além do tamanho normal das ninhadas, apenas uma cria
deve ser eliminada e utilizada para a colheita de sangue destinada a possiveis avaliagdes séricas de T4.

Observacdes

42. Devem ser feitas observagdes clinicas gerais pelo menos uma vez por dia, de preferéncia a(s) mesma(s) hora(s), tendo
em conta o periodo de pico de efeitos antecipados ap6s a administragdo da dose. Deve registar-se o estado de satde
dos animais. Pelo menos, duas vezes por dia verificam-se os casos de morbidez ou mortalidade no conjunto dos
animais.

43. Deve efetuar-se um exame clinico aprofundado de cada animal progenitor antes da primeira exposi¢do (para permitir
comparagdes subsequentes com o estado inicial do animal) e, posteriormente, pelo menos uma vez por semana. O
exame deve decorrer no exterior da gaiola, num recinto adequado e, de preferéncia, todos os dias @ mesma hora. As
observacdes devem ser cuidadosamente registadas, de preferéncia por recurso a um sistema definido em pormenor
pelo laboratério em causa. Deve zelar-se por que as condi¢des de ensaio sejam o mais constantes possivel; os exames
devem ser efetuados, de preferéncia, por pessoal que ndo esteja a par do ensaio realizado. Entre os sinais a registar
contam-se alteracdes da pele, da pelagem, dos olhos e das mucosas e a ocorréncia de secrecdes, excre¢des ou reagdes
neurovegetativas (por exemplo lacrimagdo, horripilago, alteragdes da dimensdo pupilar ou respiracio anormal). Deve
também registar-se qualquer alteragdo da forma de o animal se mover, da postura e da reagdo a manipulacdo, bem
como a ocorréncia de movimentos clénicos ou ténicos e de comportamentos estereotipados (por exemplo, atos de
higiene repetitivos ou movimentacgdo repetitiva em circulo), partos dificeis ou prolongados ou comportamentos
estranhos (automutilagdo, locomogdo para trés, etc.) (10).

44. Num dado momento do estudo, deve proceder-se a avaliacdo da reagdo sensorial a diferentes estimulos (por exemplo,
estimulos auditivos, visuais e propriocetivos) (8) (9) (11), da forca de preensdo (12) e da atividade motora (13), em
cinco machos e cinco fémeas, selecionados aleatoriamente de cada grupo. As referéncias bibliograficas contém mais
informacdes sobre a forma de proceder em cada caso, embora possam adotar-se procedimentos distintos dos nelas
descritos. Nos machos, as observagdes funcionais devem ser feitas perto do final do periodo de dosagem, pouco antes
do abate programado, mas antes da colheita de amostras de sangue para hematologia ou quimica clinica (ver pontos
53-56, incluindo a nota de rodapé 1). As fémeas devem encontrar-se num estado fisioldgico semelhante durante estes
ensaios funcionais e devem, de preferéncia, ser testadas uma vez durante a dltima semana de aleitamento (por
exemplo, dias de aleitamento 6-13), pouco antes do seu abate programado. Na medida do possivel, deve minimizar-
-se 0 tempo de separacio das mdes e das crias.

45. As observagdes funcionais efetuadas perto do final do estudo podem ser omitidas se 0 mesmo for realizado a titulo
de estudo preliminar a um estudo posterior de toxicidade subcrénica (90 dias) ou a um estudo de longo prazo. Nesse
caso, os exames funcionais devem realizar-se no estudo subsequente. Ndo obstante, os dados das observacdes
funcionais efetuadas durante o estudo de dose repetida podem facilitar a escolha do nivel de doses a utilizar no
estudo de toxicidade subcrénica ou do estudo de longo prazo posterior.

46. A titulo excecional, podem também omitir-se as observagdes funcionais no caso dos grupos de animais que
apresentem sinais de toxicidade cuja intensidade interferiria de modo significativo com o desempenho do ensaio.

47. A duragdo da gestacdo deve ser registada e calculada a partir do dia 0. Deve examinar-se cada ninhada o mais
rapidamente possivel apds o parto, a fim de determinar o niimero e o sexo das crias, os nados-mortos, os nados-
-vivos, as crias que sdo significativamente inferiores as crias de controlo correspondentes e a presenga de anomalias
macroscopicas.

48. As crias vivas devem ser contadas e determinado o sexo de cada uma; as ninhadas devem ser pesadas nas 24 horas
seguintes ao parto (dia 0 ou 1 apds o parto) e, pelo menos, nos dias 4 e dia 13 pds-parto. Além das observacdes
sobre os animais progenitores (ver pontos 43 e 44), deve registar-se qualquer comportamento anormal das crias.
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49. A DAG de cada cria deve ser medida no mesmo dia pds-natal, entre o dia 0 e o dia 4. O peso corporal da cria deve
ser medido no dia em que a DAG for medida e as DAG devem ser normalizadas de acordo com uma medida do
tamanho da cria, preferencialmente a raiz ctibica do peso corporal (14). O niimero de mamilos/auréolas em crias do
sexo masculino deve ser contado no dia 12 ou 13 apds o nascimento, tal como recomendado na GD 151 (15) da
OCDE.

Peso corporal e consumo de alimentos/dgua

50. Os machos e as fémeas devem ser pesados no primeiro dia de tratamento, pelo menos uma vez por semana a partir
de entdo e no final. Durante a gestagdo, as fémeas devem ser pesadas nos dias 0, 7, 14 e 20 e nas 24 horas seguintes
ao parto (dia 0 ou 1 pés-parto) e, pelo menos, nos dias 4 ¢ 13 pés-parto. As observagdes devem ser registadas
individualmente para cada animal adulto.

51. Durante o pré-acasalamento, a gestacdo e o aleitamento, o consumo de alimentos deve ser medido pelo menos uma
vez por semana. A medicdo do consumo de alimentos durante o acasalamento é facultativa. Se o produto quimico
em estudo for administrado através da dgua de beber, o consumo de dgua deve também ser medido nestes periodos.

Hematologia

52. Durante o ensaio, devem determinar-se os seguintes parimetros hematoldgicos de cinco machos e cinco fémeas
escolhidos aleatoriamente de cada grupo: hematdcrito, concentragdo de hemoglobina, contagem de eritrcitos,
reticuldcitos, contagem total de leucdcitos e formula leucocitdria, contagem de plaquetas e tempo e potencial de
coagulagdo. Caso o produto quimico em estudo ou os seus metabolitos potenciais tenham, ou se suspeite que
tenham, propriedades oxidantes, devem efetuar-se outras andlises, como a determinagio da concentragio de meta-
-hemoglobina e de corpos de Heinz.

53. As amostras de sangue devem ser colhidas num determinado ponto. As fémeas devem estar em condicdes fisioldgicas
semelhantes durante a colheita das amostras. A fim de evitar dificuldades praticas relacionadas com a variabilidade do
inicio da gestacdo, a colheita de sangue das fémeas pode ser feita no final do perfodo de pré-acasalamento, e nio
imediatamente antes ou no ambito do processo de eutandsia. De preferéncia, as amostras de sangue dos machos
devem ser colhidas imediatamente antes ou como parte integrante do processo de eutandsia. Em alternativa, a
colheita de sangue nos machos pode também ser feita no final do periodo de pré-acasalamento, se se optar por
este momento para as fémeas.

54. As amostras de sangue devem ser armazenadas em condicdes adequadas.

Bioquimica clinica

55. Devem efetuar-se determina¢des bioquimicas destinadas a investigar os principais efeitos téxicos sobre os tecidos,
nomeadamente renal e hepdatico, com amostras de sangue dos cinco machos e cinco fémeas escolhidos aleatoria-
mente em todos os grupos. Recomenda-se que os animais sejam jejuados desde a véspera da colheita de sangue (1).
Os parametros a determinar no plasma ou no soro sdo os seguintes: sodio, potdssio, glucose, colesterol total, ureia,
creatinina, proteinas totais e albumina, além de, pelo menos, duas enzimas indicadoras dos efeitos hepatocelulares
(como a alanina-aminotransferase, a aspartato-aminotransferase e o sorbitol-desidrogenase). Em certos casos, a
determinacdo de outras enzimas (de origem hepdtica ou outra origem) e da bilirrubina pode fornecer informacdes
Uteis.

56. Em cada local, as amostras de sangue sdo colhidas com base no seguinte calendério:

— pelo menos, de duas crias por ninhada no dia 4 apds o nascimento, se o niimero de crias o permitir (ver pontos
40 e 41)

— de todas as mies e, pelo menos, duas crias por ninhada, no final (dia 13), e
— de todos os machos adultos, no final.

Todas as amostras de sangue sio armazenadas em condi¢des adequadas. As amostras de sangue do dia 13 das crias e
dos machos adultos s3o analisadas para a determinagdo dos niveis séricos de hormonas da tiroide (T4). Se necessdrio,
procede-se a uma avaliagio mais aprofundada de T4 nas amostras de sangue das mées e do dia 4 das crias. Em
alternativa, podem ser medidas outras hormonas, se necessario. O sangue das crias pode ser agrupado por ninhada
para a realizacdo de andlises das hormonas da tiroide. As hormonas da tiroide (T4 e TSH) devem ser, de preferéncia,
medidas como «totais».

(") No caso de algumas determinagdes no soro e no plasma, nomeadamente da glucose, é aconselhdvel que os animais jejuem durante a
noite. O principal motivo deste recomendacio reside no facto de a maior variabilidade dos resultados que inevitavelmente ocorreria
se os animais ndo jejuassem poder ocultar efeitos subtis e dificultar as interpretacdes. No entanto, por outro lado, o jejum desde a
véspera pode interferir com o metabolismo geral das fémeas (prenhes), perturba a lactacdo e o comportamento de aleitamento e — em
especial nos estudos por via alimentar — pode perturbar a exposi¢do didria ao produto quimico em estudo. Assim, caso se opte pelo
jejum desde a véspera, as andlises bioquimicas devem ser efetuadas apds observacdes funcionais a realizar na semana 4 do ensaio para
os machos. As mdes devem ser retidas por mais um dia apds a retirada das crias em, por exemplo, PND 13). As mdes devem estar
sem comer de um dia para o outro a partir do dia de aleitamento 13-14 e o sangue terminal deve ser utilizado par-a pardmetros de
quimica clinica.
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57. Como opgdo, podem realizar-se na dltima semana do ensaio as seguintes andlises de urina em cinco machos de cada
grupo escolhidos aleatoriamente na dltima semana do estudo, recolhida de acordo com um programa previamente
estabelecido: aparéncia, volume, osmolalidade ou gravidade especifica, pH, proteinas, glucose e sangue/hematdcitos.

58. Além disso, deve prever-se a pesquisa de marcadores séricos que fornecam indicagdes gerais sobre a lesdo de tecidos.
Caso as propriedades conhecidas do produto quimico em estudo afetem, ou se preveja que possam afetar, o perfil
metabélico da mesma, devem realizar-se outras determinagdes, nomeadamente de célcio, fosfatos, triglicéridos em
jejum e glucose em jejum, hormonas especificas, meta-hemoglobina e colinesterase. Estas determinagdes devem ser
identificadas caso a caso.

59. Os fatores a seguir indicados podem afetar a variabilidade dos resultados das andlises hormonais e as concentragdes
absolutas nelas determinadas:

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

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

— diferengas ao nivel das curvas de calibragdo dos conjuntos para as determina¢des hormonais.

60. As amostras de plasma especificamente destinadas a determina¢des hormonais devem colher-se 8 mesma hora do dia.
Os conjuntos existentes no comércio para determinar concentra¢des hormonais podem dar valores diferentes.

61. Se os dados histéricos de base forem inadequados, deve ponderar-se a determinagdo da variabilidade dos pardmetros
hematoldgicos e de bioquimica clinica antes de iniciar a exposi¢do dos animais as doses previstas ou — o que serd
preferivel — num conjunto de animais ndo incluidos nos grupos ensaiados. No caso das fémeas, os dados devem dizer
respeito a animais em lactagdo.

PATOLOGIA
Autdpsia macroscopica

62. Deve ser realizada a todos os animais adultos estudados uma autépsia macroscdpica completa e pormenorizada,
através do exame cuidadoso da superficie exterior do corpo, dos orificios, das cavidades craniana, toricica e
abdominal e do contetido de cada uma destas. Deve prestar-se especial atengdo aos 6rgdos do sistema reprodutivo.
Deve registar-se o nimero de locais de implantagio. Os esfregacos vaginais devem ser examinados na manhi do dia
da autépsia para determinar a fase do ciclo éstrico e permitir a correlagio com a histopatologia dos 6rgdos
reprodutores femininos.

63. Os testiculos e os epididimos, bem como a prostata e as vesiculas seminais, com as glandulas coagulantes, de todos
os machos adultos devem ser limpos de qualquer tecido aderente, conforme adequado, e o seu peso himido
determinado logo que possivel apds a dissecagdo, para evitar a secagem. Além disso, os pesos de 6rgdos facultativos
podem incluir o complexo formado pelos musculos elevatérios do 4nus e bulbocavernosos, as glandulas de Cowper e
a glande peniana, nos machos, e os ovarios (peso hiimido) e o ttero (incluindo o colo), nas fémeas; devem conservar-
-se os ovarios, os testiculos, os epididimos, os 6rgdos sexuais acessorios e todos os 6rgdos com lesdes macroscopicas
de todos os animais adultos.

64. Devem conservar-se, no meio de fixagdo mais adequado ao exame histopatoldgico subsequente previsto, as glandulas
tiroideias de todos os machos e fémeas adultos, bem como de uma cria de sexo masculino e de outra de sexo
feminino, de cada ninhada, colhidas no 13.° dia de vida. A pesagem da tiroide pode realizar-se apés fixagdo. A
remogdo dos tecidos aderentes a tiroide deve efetuar-se com muito cuidado e também s6 depois da fixacdo, para
evitar danificar tecidos, o que, a ocorrer, poderia comprometer a andlise histopatologica. As colheitas de sangue
devem ser efetuadas num determinado ponto a indicar, imediatamente antes da eutandsia dos animais ou integradas
nesta, e as amostras devem ser armazenadas em condi¢des adequadas (ver ponto 56).

65. Além disso, o figado, os rins, as glandulas suprarrenais, o timo, o bago, o cérebro e o cora¢io de, pelo menos, cinco
machos e fémeas adultos escolhidos aleatoriamente em cada grupo (excluindo os animais moribundos efou eutana-
siados antes do termo do estudo) devem ser limpos de qualquer tecido aderente, de forma adequada, e o seu peso
hiimido deve ser determinado logo que possivel apds a dissecacdo, para evitar a secagem. Os drgdos e tecidos que se
seguem devem ser conservados num meio de fixagdo adequado aos mesmos, bem como ao tipo de exame histo-
patoldgico subsequente: todas as lesdes macroscopicas, o encéfalo (regides representativas, incluindo os hemisférios
cerebrais, o cerebelo e a protuberancia anelar), a medula espinal, os olhos, o estdmago, o intestino delgado e o
intestino grosso (incluindo as placas de Peyer), o figado, os rins, as glandulas suprarrenais, o bago, o cora¢do, o timo,
a traqueia e os pulmdes (conservados por injecdo de fixador, seguida de imersdo), as génadas (testiculos e ovérios), os
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6rgios sexuais secunddrios (iitero e respetivo colo, epididimos, prostata + vesiculas seminais e glandulas de coagu-
lagdo), a vagina, a bexiga urindria, os ganglios linfiticos — o ginglio linfitico mais préximo e outro ginglio linfitico,
a selecionar em fungdo da experiéncia anterior do laboratério (16), um nervo periférico (cidtico ou tibial), de
preferéncia na vizinhanca do musculo, masculo esquelético e osso com medula dssea (corte ou, em alternativa,
uma pungdo recente de medula éssea). Recomenda-se a fixagdo dos testiculos por imersdo em fixador de Bouin ou
em fixador de Davidson modificado (16)(17)(18). A fixacdo em formalina ndo é recomendada para estes tecidos. Para
que o fixador penetre rapidamente, deve puncionar-se superficialmente a tiinica albuginea com uma agulha, com
cuidado, em ambos os polos do drgdo. Os resultados clinicos, ou outros, podem aconselhar o exame de outros
tecidos. Devem ser conservados também todos os 6rgdos que as propriedades conhecidas do produto quimico em
estudo indiciem que serdo provavelmente afetados.

66. Os seguintes tecidos podem dar indicagdes tteis sobre efeitos ao nivel do sistema enddcrino: génadas (ovérios e
testiculos), 6rgdos sexuais secunddrios (itero — incluindo o colo —, epididimos, vesiculas seminais e glindulas de
coagulagio, bem como a préstata dorsolateral e ventral), vagina, hipéfise, glandulas mamdrias masculinas e glandulas
suprarrenais. Ndo existe documentagdo suficiente sobre altera¢des das glandulas mamdrias masculinas, mas este
pardmetro pode ser muito sensivel as substincias com atividade estrogénica. A observacdo dos 6rgdos e tecidos
ndo enumerados no ponto 65 ¢ facultativa.

67. As crias mortas e as crias abatidas até ao dia 13 seguinte ao parto, ou pouco depois, devem, pelo menos, ser
cuidadosamente examinadas externamente para a pesquisa de anomalias macroscdpicas. O aparelho reprodutor
externo deve ser objeto de especial aten¢do, devendo ser inspecionado para a pesquisa de sinais de alteragdes no
desenvolvimento.

Histopatologia

68. Deve efetuar-se uma histopatologia completa dos érgios e tecidos conservados dos animais selecionados dos grupos
de controlo e de dose elevada (com especial destaque para as fases da espermatogénese nos machos e a histopatologia
da célula testicular intersticial). A tiroide das crias e dos restantes animais adultos poderd ser examinada quando
necessrio. Caso o exame destes tltimos revele alteracdes atribuiveis a substdncia em estudo, devem examinar-se
também os animais de todos os lotes restantes. O documento com a referéncia 10, que contém orientacdes no
dominio da histopatologia, dd mais informagdes sobre a dissecagdo, a fixacdo, a colheita de amostras e a histopa-
tologia de tecidos do sistema enddcrino.

69. Devem examinar-se todas as lesdes importantes. Para ajudar na elucidagdo dos NOAEL, devem ser examinados os
6rgdos-alvo para outros grupos de dose, em especial nos grupos que apresentem um pedido para indicar um NOAEL.

70. Caso se tenha constituido um grupo satélite de animais, deve efetuar-se o exame histopatolégico dos tecidos e drgdos
que tenham revelado alteragdes nos animais dos grupos expostos a uma dose do produto quimico em estudo.

DADOS E RELATORIOS
Dados

71. Devem ser apresentar-se os dados individuais de cada animal. Além disso, todos os dados devem ser resumidos num
quadro, indicando, para cada grupo de ensaio, o niimero de animais no inicio deste, o niimero de animais encon-
trados mortos durante o ensaio ou eutanasiados por intervencdo humana, a hora da morte de cada animal, a
descri¢do e evolugdo temporal dos efeitos toxicos, o niimero de animais férteis, o niimero de fémeas prenhes, o
nimero de animais que apresentam sinais de toxicidade, uma descri¢gdo dos sinais de toxicidade observados, in-
cluindo 0 momento em que surgiram, a duragio e a gravidade dos eventuais efeitos toxicos, os tipos de alteragdes
histopatoldgicas e quaisquer dados relevantes sobre a ninhada. No apéndice 3 figura um modelo de relatério sob a
forma de tabela, que se revelou muito ttil para a avaliacdo de efeitos na reproducdo/no desenvolvimento.

72. Se possivel, os resultados numéricos devem ser avaliados por um método estatistico corrente adequado. Na com-
paracdo de um efeito numa gama de doses, deve evitar-se o recurso a testes t miltiplos. Os métodos estatisticos
devem ser escolhidos ao planear o estudo. A andlise estatistica da DAG e da retengdo de mamilo deve basear-se em
dados individuais das crias, tendo em conta os efeitos da ninhada. Se for adequado, a ninhada é escolhida como
unidade de andlise. A andlise estatistica do peso corporal das crias deve basear-se em dados relativos a cada individuo,
tendo em conta o tamanho da ninhada. Devido as dimensdes limitadas do estudo, as andlises estatisticas, sob a forma
de ensaios de significancia, tém um valor limitado para muitos parametros, em especial os pardmetros de reproducio.
Alguns dos métodos mais utilizados, especialmente os ensaios paramétricos para medigdo da tendéncia central, sio
inadequados. Se se utilizarem andlises estatisticas, 0 método escolhido deve adequar-se a distribui¢do da varidvel
examinada, que deve ser selecionada antes do inicio do estudo.
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Avaliacio dos resultados

73. As conclusdes do presente estudo de toxicidade devem ser ponderadas com base nos efeitos observados, na autdpsia
e nos resultados microscopicos. A andlise deverd considerar a relagdo (ou a auséncia desta) entre a dose do produto
quimico de ensaio e a presenca ou auséncia, incidéncia e gravidade das anomalias, incluindo lesdes macroscépicas,
orgdos identificados como alvos, infertilidade, alteragdes da reproducio e procriagdo, alteragdes do peso corporal,
efeitos na mortalidade e quaisquer outros efeitos t6xicos.

74. Devido ao curto periodo de tratamento dos machos, a histopatologia dos testiculos e dos epididimos deve ser tida em
conta juntamente com os dados de fertilidade, aquando da avaliagio dos efeitos para a reproducio masculina. A
utilizacdo de dados histéricos de controlo sobre a reprodugdofo desenvolvimento (por exemplo, para as dimensdes da
ninhada, a DAG, a retengdo de mamilo, os niveis séricos de T4), se disponiveis, pode também ser util para auxiliar a
interpretagio do estudo.

75. Para fins de controlo de qualidade, propde-se a compilacdo de dados de controlo histéricos e o cilculo de coefi-
cientes de variacdo dos dados numéricos, especialmente no caso dos pardmetros relacionados com a detecio de
perturbadores do sistema enddcrino. Estes dados podem ser utilizados para fins comparativos na avaliagdo de estudos
reais.

Relatério de ensaio

76. O relatério de ensaio deve conter as seguintes informagdes:
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, hidrossolubilidade e outras propriedades fisico-quimicas pertinentes;

— dados de identificacio quimica, como as denominac¢des IUPAC ou CAS, niimero CAS, cbdigo SMILES ou InChl,
férmula estrutural, pureza, identidade quimica das impurezas, caso se justifique e seja exequivel, etc.

Substancia multicomponentes, UVCB e misturas:

— caracterizada, na medida do possivel, pela identidade quimica (ver acima), pela ocorréncia quantitativa e pelas
principais propriedades fisico-quimicas dos componentes.

Veiculo (se adequado):

— justificagdo da escolha do veiculo, se ndo for dgua.
Animais utilizados no ensaio:

— espécie e estirpe utilizadas;

— numero, idade e sexo dos animais;

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

— peso individual dos animais no inicio do ensaio
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— caso ndo sejam utilizados ratazanas, justificacdo do recurso a outra espécie.

Condicdes de realizacdo do ensaio:

— fundamentacio da escolha das doses;

— elementos relativos & formulagdo do produto quimico em estudo/a incorporagio do mesmo na dieta dos animais;
concentra¢do atingida, estabilidade e homogeneidade da preparacio;

— elementos relativos a administragio do produto quimico em estudo;

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

— elementos relativos a qualidade dos alimentos e da dgua;

— descricio pormenorizada do processo de aleatorizagdo para selecionar as crias para abate, se este for seletivo.

Resultados:

— peso corporal e suas alteragdes;

— consumo de alimentos e de dgua, se pertinente,

— reagdes toxicas em fungdo do sexo e da dose administrada, nomeadamente na fertilidade, na gestacio e outros
sinais de toxicidade;

— duracdo da gestacio;

— efeitos nocivos, ou outros, na reproducio, na descendéncia, no crescimento pds-natal, etc.;

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

— avaliagBes da atividade sensorial, da forca de preensio e da atividade motora;

— andlises hematoldgicas com valores de base relevantes;

— andlises bioquimicas com valores de base relevantes;

— numero de fémeas adultas com ciclo éstrico normal ou anormal, e duracdo do ciclo;

— nuamero de nados-vivos e de perdas pés-implantagio;

— nuamero de crias com anomalias macroscopicas visiveis, avaliagdo bruta dos érgdos genitais externos, nimero de
crias sdo significativamente menores do que as crias de controlo correspondentes;

— momento do 6bito durante o estudo, ou indicagio de que os animais sobreviveram até ao final do mesmo;
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— nuamero de implantagdes, dimensdo da ninhada e pesos da ninhada no momento do registo;
— dados relativos & massa corporal das crias;

— DAG de todas as crias (e peso corporal no dia da medi¢do da DAG);

— retengdo de mamilo em crias do sexo masculino,

— niveis das hormonas da tiroide no dia 13, para as crias e os machos adultos (bem como para as mdes e as crias
no dia 4, caso tenham sido medidos)

— peso corporal no momento do abate e peso dos 6rgdos dos animais progenitores;
— resultados das autdpsias;

— descricio pormenorizada dos resultados histopatoldgicos;

— dados de absorgdo (se disponiveis);

— tratamento estatistico dos resultados, se for o caso.

Discussdo dos resultados.

Conclusdes.

Interpretaco dos resultados

77. O estudo proporciona avaliagdes da toxicidade para a reproducdofo desenvolvimento associada a administracdo de
doses repetidas. Uma vez que o estudo incide tanto nos pardmetros de toxicidade geral como de toxicidade para a
reproducdo/o desenvolvimento, os resultados obtidos permitem estabelecer uma distingdo entre os efeitos para a
reproducio/o desenvolvimento ndo associados a uma toxicidade geral e os efeitos nocivos apenas induzidos a niveis
igualmente toxicos para os progenitores (ver pontos 7-11). Pode fornecer uma indicagdo da necessidade de realizar
mais estudos, bem como orientagdes para a concegdo de estudos subsequentes. Para a interpretagio dos resultados
sobre a reprodugio e o desenvolvimento, deve consultar-se o documento de orientagdes 43 da OCDE (19). O
documento de orientagdo 106 da OCDE sobre a avaliacio histoldgica dos ensaios enddcrinos e de reprodugio
em roedores (16) fornece informagdes sobre a preparagio e a avaliagio de 6rgdos (endécrinos) e de esfregacos
vaginais que podem ser Uteis para a presente Test Guideline.
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Apéndice 1

DEFINICOES (VER TAMBEM O DOCUMENTO GD 150 DA OCDE) (29)

Atividade anfrogénica capacidade de um produto quimico de agir como uma hormona androgénica natural (por exemplo,
a testosterona) num mamifero.

Atividade antiandrogénica capacidade de um produto quimico de suprimir a a¢do de uma hormona androgénica natural
(por exemplo a testosterona) num mamifero.

Atividade antiestrogénica capacidade de um produto quimico de suprimir a acdo de uma hormona estrogénica natural
(por exemplo, o 178-estradiol) num mamifero.

Atividade antitiroideia capacidade de um produto quimico de suprimir a a¢do de uma hormona da tiroide natural (por
exemplo, a T;) num mamifero.

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

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

Diminui¢do da fertilidade reflete perturbagdes de fungdes ou capacidades reprodutoras masculinas ou femininas.

Dosagem termo geral que inclui a dose, a sua frequéncia e a duragio da aplicagdo da dose.

Dose quantidade de produto quimico em estudo administrada. Exprime-se em peso didrio do produto quimico em estudo
por unidade de peso corporal do animal de ensaio (por exemplo mglkg de peso corporal/dia) ou sob a forma de uma
concentragio constante nos alimentos.

NOAEL abreviatura de «No Observed Adverse Effect Level» («nivel sem observacdo de efeitos nocivos»), que constitui a dose
méxima que ndo produz efeitos nocivos observaveis da exposi¢io a mesma.

Produto quimico uma substincia ou mistura.

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

Toxicidade evidente termo geral que descreve a existéncia de sinais claros de toxicidade apds a administragdo do produto
quimico em estudo. Os sinais em causa devem ser suficientes para a avaliagio dos perigos e devem ser tais que seja de
prever que o aumento da dose administrada provoque o aparecimento de sinais intensos de toxicidade e provavel
mortalidade.
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Toxicidade materna efeitos nocivos nas fémeas prenhes, que se apresentam especificamente (efeito direto) ou ndo
especificamente (efeito indireto) e estdo relacionados com a gestacio.

Toxicidade para a reprodugdo designa efeitos prejudiciais na descendéncia efou perturbacdes de fungdes ou capacidades
reprodutoras masculinas ou femininas.

Toxicidade para o desenvolvimento a manifestagdo de toxicidade reprodutiva, sob a forma de perturbagdes estruturais
pré-natal, peri-natal e pds-natal ou perturbagdes funcionais nos descendentes.

Validagdo processo cientifico concebido para caracterizar as limitagdes e os imperativos operacionais de um método de
ensaio ¢ demonstrar a fiabilidade e pertinéncia do mesmo para um determinado fim.
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Apéndice 2

DIAGRAMA DO CALENDARIO EXPERIMENTAL, COM INDICACAO DA DURACAO MAXIMA DO ESTUDO, COM BASE NUM

PERIODO TOTAL DE ACASALAMENTO DE 14 DIAS

MACHOS/REPRODUT EXPOSICAD PROLONGADA
ORES FACULTATIVA
MACHOS MACHOS MACHOS
* FEMEAS PRENHES MAES
FEMEAS
FEMEAS FEMEAS CRIAS
FEMEAS NAO PRENHES
Pré-exposicdo Pré- Acasalamento Gestagdo Lactagdo
(14 dias) acasalamento (maximo 14 dias) (aprox. 22 dias) (13 dias)
1 7 14 21 28 35 42 49 5 64 77
Inicio do estudo Hematologia/ Necropsia de Parto (PND 0} Dia 13 pos-parto
quimica clinica machos/reprodutares aPND 4: Necropsia de fémeas e crias
Avaliacao pré- em machos e Observagdes funcionais em AGD em todas Necropsia de
exposicdo do ciclo fémeas machos (opcional) as crias (PND machos/reprodutores
éstrico, seguido de {facultativo) Hematologia/quimica 0-PND 4; (opcional). ObservagGes
acompanhamento clinica em machos, quando mesmo dia) funcionais em machos e
didrio de esfregaco martos (depois de um Eliminagdo de femeas (opcional)
vaginal desde o inicio periodo de dosagem de 2 crias por Hematologia/quimica
do tratamento até Dosagem Sem dosagem pelo menos 4 semanas) ninhada para clinica em machos e fémeas
surgir evidéncia de T4 (PND 4) [Facultativo)
acasalamento I:I I:I Retengdo do mamilo em
crias macho.
MACHOS/REPRODUT EXPOSICAD PROLONGADA
ORES FACULTATIVA
MACHOS MACHOS MACHOS
* FEMEAS PRENHES MAES
FEMEAS
FEMEAS FEMEAS CRIAS
FEMEAS NAO PRENHES
Pré-exposicdo Pré- Acasalamento Gestagdo Lactagdo
(14 dias) acasalamento (maximo 14 dias) (aprox. 22 dias) (13 dias)
1 7 14 21 28 35 42 49 5 64 77
Inicio do estudo Hematologia/ Necropsia de Parto (PND 0) Dia 13 pos-parto
quimica clinica machos/reprodutares aPND 4: Necropsia de fémeas e crias
Avaliacao pré- em machos e Observagdes funcionais em AGD em todas Necropsia de
exposicdo do ciclo fémeas machos (opcional) as crias (PND machos/reprodutores
éstrico, seguido de {facultativo) Hematologia/quimica 0-PND 4; (opcional). ObservagGes
acompanhamento clinica em machos, quando mesmo dia) funcionais em machos e
didrio de esfregaco maortos (depois de um Eliminagdo de femeas (opcional)
vaginal desde o inicio periodo de dosagem de 2 crias por Hematologia/quimica
do tratamento até Dosagem Sem dosagem pelo menos 4 semanas) ninhada para clinica em machos e fémeas
surgir evidéncia de T4 (PND 4) [Facultativo)

acasalamento

/1

L]

Retengdo do mamilo em
crias macho.
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Apéndice 3

RELATORIO DE SINTESE SOBRE OS EFEITOS NA REPRODUCAO/NO DESENVOLVIMENTO

OBSERVACOES VALORES

Dosagem (unidades)....... 0 (controlo)

Pares iniciais (N)

Ciclo éstrico (pelo menos, o comprimento médio e a frequéncia de ciclos
irregulares)

Fémeas que apresentam indicios de copulagio (N)

Fémeas que engravidaram (N)

Concecdo nos dias 1-5 (N)

Concecdo nos dias 6 -... (1) (N)

Gestacdo < 21 dias (N)

Gestagdo = 22 dias (N)

Gravidez > 23 dias (N)

Mies com nados-vivos (N)

Mies com nados-vivos no dia 4 pp (N)

Implantes/mie (média)

Crias vivas/mde a nascenca (média)

Crias vivas/mée no dia 4 (média)

Récio sexual (mff) & nascenga (média)

Récio sexual (m/ff), no dia 4 (média)

Peso da ninhada a nascenca (média)

Peso da ninhada no dia 4 (média)

Peso da cria a nascenca (média)

Peso da cria no momento da medi¢gdo da DAG (média dos machos, média das
fémeas).

DAG da cria no mesmo dia pés-natal, dia 4 apds o nascimento (média dos
machos, média das fémeas, nota PND)
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OBSERVACOES VALORES

Peso das crias no dia 4 (média)

Peso das crias no dia 13 (média)

Reten¢do de mamilo das crias do sexo masculino no dia 13 (média)

CRIAS ANORMAIS

Maies com 0

Maies com 1

Mies com > 2 duas crias

PERDA DE CRIAS

Pré-natal (implantacdes menos nados-vivos)

Fémeas com 0

Fémeas com 1

Fémeas com 2

Fémeas com = 3

Pds-natal (nados-vivos menos vivos no dia 13 pés-natal)

Fémeas com 0

Fémeas com 1

Fémeas com 2

Fémeas com = 3

() Ultimo dia do perfodo de acasalamento
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B.65 METODO DE ENSAIO IN VITRO DE MEMBRANA DE ESTANQUIDADE PARA A CORROSAO CUTANEA
INTRODUCAO

1. O presente método de ensaio é equivalente a Test Guideline 435 da OCDE (2015). Entende-se por corrosio da pele a
producio de danos irreversiveis nos tecidos cutineos, que se manifestam na forma de necrose visivel em toda a
epiderme e atingindo a derme, por aplicagdo de um produto quimico em estudo, definido pelo Sistema Mundial
Harmonizado de Classificacio e Rotulagem de Produtos Quimicos da ONU (GHS) (1) e pelo Regulamento (UE)
n.° 1272/2008 da Unido Europeia relativo a classificagdo, rotulagem e embalagem de substincias e misturas (CRE) (').
Trata-se de um método de membrana de estanquidade in vitro que pode ser utilizado para identificar produtos quimicos
corrosivos. Utiliza uma membrana artificial concebida para reagir a produtos quimicos corrosivos de forma similar a
pele animal in situ.

2. A corrosividade cutinea tem sido tradicionalmente avaliada pela aplicagdo do produto quimico em estudo a pele de
animais vivos, seguida da avaliacio dos danos causados aos tecidos apdés um determinado periodo (2). Além do
presente, foi adotada uma série de outros métodos de ensaio in vitro alternativos (3)(4) ao procedimento normalizado
da pele de coelho in vivo (capitulo B.4 do presente anexo, equivalente a Test Guideline 404 da OCDE), para identificar
produtos quimicos corrosivos (2). A estratégia de ensaio sequencial por etapas do GHS da ONU e o documento de
orientagdo da OCDE sobre abordagens integradas de ensaio e avaliagdo (IATA) para a corrosdo e irritagio da pele
recomendam o uso de métodos de ensaio in vitro validados e aceites nos médulos 3 e 4 (1) (5). A IATA descreve
varios mddulos que contém fontes de informacgido e ferramentas de andlise: (i) fornece orientagdes sobre como
integrar e utilizar os ensaios existentes e os dados ndo provenientes de ensaios para a avaliagio dos potenciais de
irritagdo cutdnea e de corrosio cutinea dos produtos quimicos e (i) propde uma abordagem em caso de necessidade
de ensaios complementares, mesmo quando se obtém resultados negativos (5). Nesta abordagem modular, os
resultados positivos dos métodos de ensaio in vitro podem ser utilizados para classificar um produto quimico
como corrosivo, sem a necessidade de experimentacdo animal, reduzindo e tornando mais seletiva a utilizacio de
animais em ensaios e evitando a dor e o sofrimento que podem ocorrer quando sio usados animais para esta
finalidade.

3. Foram realizados estudos de validagio do modelo in vitro de membrana de estanquidade disponivel comercialmente
com a denominagio Corrositex ® (6) (7) (8), estudos esses que apresentaram uma exatidio global de previsio de
corrosividade cutanea de 79 % (128/163), uma sensibilidade de 85 % (76/89) e uma especificidade de 70 % (52/74)
para 163 substancias e misturas constantes de uma base de dados (7). Atendendo a sua validade reconhecida, este
método de referéncia validado (MRV) foi recomendado para utilizagio no 4mbito de uma estratégia de ensaio
sequencial destinada a avaliar o potencial de corrosdo dérmica de produtos quimicos (5) (7). Antes de se poder
utilizar um método proposto de ensaio in vitro da membrana de estanquidade para a corrosio cutinea para efeitos
normativos, é necessirio determinar a sua fiabilidade e adequagdo (precisio), bem como os limites da utilizagdo
proposta, para garantir a similaridade com o MRV (9), de acordo com os requisitos das normas de desempenho (10).
A aceitagdo mutua de dados da OCDE s serd garantida apds a revisdo e inclusdo de qualquer método novo ou
atualizado proposto na sequéncia das substancias prioritdrias, para inclusdo nas diretrizes de ensaio correspondentes
da OCDE. Atualmente, apenas um método in vitro é abrangido pela Test Guideline 435 da OCDE (o presente método
de ensaio, que utiliza o ja referido modelo Corrositex®).

4. Outros métodos de ensaio para determinagio da corrosividade cutinea baseiam-se no uso de pele humana reconstruida
(TG 431 OCDE) (3) e em pele de ratazana isolada (TG 430 da OCDE) (4). A mesma diretriz prevé a subcategorizagio dos
produtos quimicos corrosivos nas trés subcategorias de corrosividade do sistema GHS da ONU e nos trés grupos de
embalagem da ONU para o risco de corrosividade. Esta Test Guideline foi adotada em 2006 e atualizada em 2015, para ter
em conta o documento de orientagio da IATA e para atualizar a lista de substincias de referéncia.

DEFINICOES

5. As defini¢des utilizadas constam do apéndice.

CONSIDERACOES INICIAIS E LIMITACOES

6. O ensaio descrito no presente método permite a identificacgio de produtos quimicos corrosivos, bem como a
subcategorizagdo de produtos quimicos em estudo corrosivos de acordo com o GHS/CRE (quadro 1). Além disso,
pode ser usado para fundamentar decisdes sobre a corrosividade e a nio corrosividade de determinadas classes de
produtos quimicos, por exemplo, 4cidos organicos e inorganicos, derivados de dcidos (%) e bases para fins de ensaio
(7)(11)(12). Descreve um procedimento genérico semelhante ao método de ensaio de referéncia validado (7). Embora
o presente método ndo forneca informagdes adequadas sobre a irritagdo da pele, deve notar-se que o método de

(") Regulamento (CE) n.° 1272/2008 do Parlamento Europeu e do Conselho, de 16 de dezembro de 2008, relativo a classificacdo,
rotulagem e embalagem de substancias e misturas, que altera e revoga as Diretivas 67/548|CEE e 1999/45/CE, e altera o Regulamento
(CE) n.° 1907/2006 (JOL 353 de 31.12.2008).

(3 «Derivado de 4cido» é uma denominagio de classe ndo especifica, designando, de forma genérica, um 4cido produzido a partir de um
produto quimico, quer diretamente, quer por modificagio ou substituicdo parcial. Esta classe inclui anidridos, dcidos haloacéticos, sais
e outros tipos de produtos quimicos.
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ensaio B.46 (equivalente a Test Guideline 439 da OCDE) incide especificamente no efeito de irritacdo cutinea da pele
in vitro (13). Para uma avaliagio exaustiva dos efeitos locais na pele apds uma exposi¢do tnica por via dérmica, deve
consultar-se o documento de orientagdo da OCDE relativo a abordagens integradas de ensaio e avaliagio (5).

Quadro 1

Categoria e subcategorias de corrosividade cutinea do sistema GHS da ONU ()

Categoria de corrosividade (categoria 1) | Subcategorias de corrosivi- Corrosivo em > 1 de 3 animais
(para entidades que ndo utilizam subcate- | dade potencial (!) (para
gorias) entidades que utilizam Exposicio Observacio

subcategorias, incluindo o
Regulamento CRE)

Corrosivo Subcategoria de corrosivi- < 3 minutos <1 hora
dade 1A
Subcategoria de corrosivi- | >3 minutos/ < 1 < 14 dias
dade 1B hora
Subcategoria de corrosivi- | > 1 hora/ < 4 horas < 14 dias
dade 1C

(") Na UE, o Regulamento CRE aplica as trés subcategorias de corrosio cutdnea — 1A, 1B e 1C.

7. Uma limitagio do método de referéncia validado (7) reside em que muitos produtos quimicos ndo corrosivos e
alguns produtos quimicos corrosivos podem ndo ser adequados para ensaio, com base nos resultados do ensaio de
compatibilidade inicial (ver ponto 13). Muitas substincias quimicas aquosas com pH compreendido entre 4,5 e 8,5
ndo sdo adequadas para o ensaio; contudo, 85 % dos produtos quimicos deste intervalo de pH estudados ndo se
revelaram corrosivos em ensaios com animais (7). O método da membrana de estanquidade in vitro pode ser utilizado
para estudar sé6lidos (soliiveis ou insoliiveis na dgua), liquidos (aquosos ou ndo aquosos) e emulsdes. No entanto, os
produtos quimicos em estudo que ndo provocam uma alteragdo detetdvel no ensaio de compatibilidade (ou seja, uma
mudanga de cor no CDS do sistema de dete¢gdo do método de ensaio de referéncia validado) ndo podem ser
ensajiados com o método da membrana de estanquidade, devendo-lhes ser aplicados outros métodos de ensaio.

PRINCIPIO DO ENSAIO

8. O sistema do ensaio tem dois componentes: uma biobarreira macromolecular sintética e um sistema de detecio de
produtos quimicos (CDS); o método deteta, através da barreira da membrana CDS, os danos causados por produtos
quimicos em estudo corrosivos ap6s a aplicagio do produto em causa na superficie da barreira da membrana
macromolecular sintética (7), provavelmente pelo(s) mesmo(s) mecanismo(s) de corrosdo que age(m) na pele viva.

9. A penetragio da barreira da membrana (ou rutura) pode ser medida por um conjunto de procedimentos ou CDS,
incluindo a alteragdo da cor de um indicador de pH ou de qualquer outra propriedade da solugdo do indicador sob a
barreira.

10. A barreira da membrana deve ser avaliada para ser vdlida, ou seja, adequada e fidvel para o uso pretendido. Contudo,
é necessdrio garantir que as diferentes prepara¢des sdo compativeis com as propriedades da barreira, por exemplo,
que sdo capazes de constituir uma barreira a produtos quimicos corrosivos e de permitir classificar as propriedades
dos produtos quimicos corrosivos nas vdrias subcategorias de corrosividade do GHS da ONU (1). A classificagdo
atribuida baseia-se no tempo que o produto demora a penetrar na membrana até atingir a solugdo do indicador.

DEMONSTRACAO DE COMPETENCIA

11. Antes de utilizarem de forma rotineira 0 método da barreira de membrana in vitro em conformidade com o presente
método de ensaio, os laboratérios devem demonstrar a sua competéncia técnica, classificando corretamente as doze
substincias recomendadas no quadro 2. No caso de uma substancia incluida na lista estar indisponivel ou sempre que
se justifique, pode ser utilizada outra substincia para a qual estejam disponiveis dados adequados de referéncia in vivo
e in vitro (por exemplo, da lista de produtos quimicos de referéncia (10)), desde que sejam aplicados os critérios de
selecdo descritos no quadro 1.



L 247150 Jornal Oficial da Unido Europeia 26.9.2019

Quadro 2

Substincias para a demonstragio de competéncia (')

Subcategoria in vivo | Subcategoria in vitro
Substancia () N.° CAS Classe quimica do sistema GHS da | do sistema GHS da
ONU (%) ONU (%)
Trifluoreto de boro di-hidratado 13319-75-0 Acido inorganico 1A 1A
Acido nitrico 7697-37-2 Acido inorganico 1A 1A
Pentacloreto de f6sforo 10026-13-8 Precursor de 1A 1A
acido inorganico
Cloreto de valerilo 638-29-9 Cloreto de acilo 1B 1B
Hidréxido de sédio 1310-73-2 Base inorgénica 1B 1B
1-(2-Aminoetil)piperazina 140-31-8 Amina alifatica 1B 1B
Cloreto de benzenossulfonilo 98-09-9 Cloreto de acilo 1C 1C
N,N-Dimetilbenzilamina 103-83-3 Anilina 1C 1C
Tetraetilenopentamina 112-57-2 Amina aliftica 1C 1C
Eugenol 97-53-0 Fenol NC NC
Acrilato de nonilo 2664-55-3 Acrilato/metacri- NC NC
lato

Bicarbonato de sédio 144-55-8 Sal inorgénico NC NC

(") As doze substincias acima enumeradas incluem trés substincias de cada uma das trés subcategorias GHS da ONU para
substancias corrosivas e trés substancias ndo corrosivas, estio facilmente disponiveis em fornecedores comerciais, e a subcate-
goria GHS da ONU baseia-se em resultados de ensaios in vivo de alta qualidade. Estas substincias sdo retiradas da lista de 40
substancias de referéncia incluidas na lista minima de produtos quimicos identificados para demonstrar a exatiddo e a fiabilidade
de métodos de ensaio estrutural e funcionalmente semelhantes a0 método de ensaio de referéncia validado; foram selecionadas a
partir das 163 substancias quimicas de referéncia originalmente utilizadas para validar o método de ensaio de referéncia
(Corrositex®) (7) (10) (14). O objetivo deste processo de selecio foi incluir, tanto quanto possivel, produtos quimicos que:
sejam representativos da gama de respostas de corrosividade (p. ex., ndo corrosivo; corrosivos dos grupos de embalagem [, II e
111, da ONU) cujo método de ensaio de referéncia validado possa medir ou prever; sejam representativos das classes de produtos
quimicos utilizados no processo de validagdo; tenham estruturas quimicas bem definidas; produzam resultados reprodutiveis no
método de ensaio de referéncia validado; produzam resultados definitivos no método de ensaio de referéncia in vivo; estejam
comercialmente disponiveis e ndo tenham custos de eliminagdo proibitivos (14).

Substancias ensaiadas puras ou com 2 90 % de pureza.

Os grupos de embalagem da ONU correspondentes sdo os grupos I, 1I e III, respetivamente, para as subcategorias 1A, 1B ¢ 1C
do sistema GHS da ONU. NC = Nio corrosivo.

[S]

—~—
=2

PROCEDIMENTO

12. Os pontos seguintes descrevem os componentes e os procedimentos de um método de ensaio de membrana de
estanquidade artificial, para avaliagio da corrosio (7)(15), com base no MRV, designadamente o MRV Corrositex®
disponivel no comércio. A membrana de estanquidade e o indicador de compatibilidade, bem como as solugdes de
categorizacio podem ser construidos, elaborados ou obtidos comercialmente, como é o caso do MRV Corrositex®.
Existe uma amostra do protocolo do método de ensaio para o método de ensaio de referéncia validado (7). Os
ensaios devem ser realizados a temperatura ambiente (17-25 °C) e os componentes devem cumprir as condigdes que
se descrevem de seguida.

Ensaio de compatibilidade do produto quimico em estudo

13. Antes da realizagdo do ensaio de membrana de estanquidade, efetua-se um ensaio de compatibilidade para determinar
se o produto quimico em estudo é detetdvel pelo CDS. Se o CDS nio detetar o produto em causa, o método de
ensaio de membrana de estanquidade ndo é adequado para avaliar a potencial corrosividade desse produto, devendo
utilizar-se outro método de ensaio. O CDS e as condigdes de exposi¢do utilizadas para o ensaio de compatibilidade
devem refletir a exposi¢do no ensaio de membrana de estanquidade subsequente.
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Ensaio de classificacio dos produtos quimicos em estudo em fun¢io do tempo

14. Se for adequado no contexto do método de ensaio, um produto quimico em estudo que tenha sido qualificado pelo
teste de compatibilidade deve ser sujeito a um ensaio de classificagdo em fungdo do tempo (ensaio de rastreio para
distinguir os 4cidos ou bases fracos dos fortes). Por exemplo, no método de referéncia validado, utiliza-se um ensaio
de classificagio em funcdo do tempo para indicar qual de dois periodos se deve utilizar para a detecio de um
potencial de acidez ou alcalinidade significativo. Devem utilizar-se dois periodos diferentes para determinar a
corrosividade para a pele e a respetiva subcategoria no sistema GHS da ONU, com base no potencial de acidez
ou alcalinidade do produto quimico em estudo.

COMPONENTES DO METODO DE ENSAIO DE MEMBRANA DE ESTANQUIDADE
Membrana de estanquidade

15. A membrana de estanquidade tem dois componentes: um gel aquoso macromolecular proteico e uma membrana
permedvel de apoio. O gel proteico deve ser impermedvel a liquidos e sélidos, mas pode ser corroido e tornar-se
permeével. A membrana de estanquidade deve ser armazenada inteira, em condi¢des previamente determinadas e que
impecam a deterioragdo do gel, por exemplo, por secagem, crescimento microbiano, deslocagdo, fendas, para que o
seu desempenho ndo seja afetado. Deve determinar-se o periodo de armazenagem aceitdvel, ndo devendo as prepa-
ra¢des da membrana de estanquidade ser utilizadas apds esse periodo.

16. A membrana de apoio permedvel confere apoio mecanico ao gel proteico durante o processo de gelificagdo e de
exposi¢do ao produto quimico em estudo. Deve impedir o amolecimento ou a deslocagdo do gel e ser facilmente
permedvel a todos os produtos quimicos em estudo.

17. O gel proteico, constituido, por exemplo, por queratina, colagénio ou misturas de proteinas que formam uma matriz
de gel serve de alvo para o produto quimico em estudo. A matéria proteica é colocada sobre a superficie da
membrana de apoio, onde gelifica antes de a membrana de estanquidade ser colocada sobre a solu¢do do indicador.
O gel proteico deve manter sempre a mesma espessura e densidade e ndo exibir bolhas de ar ou defeitos que possam
afetar a sua integridade funcional.

Sistema de detecio quimica (CDS)

18. A solugdo do indicador, que é a mesma utilizada para o ensaio de compatibilidade, deve reagir a presenga do produto
quimico em estudo. Deve utilizar-se um indicador de pH corante ou com uma combinagio de corantes — por
exemplo, vermelho de cresol e alaranjado de metilo — que mude de cor devido a presenca do produto quimico. O
sistema de medigdo pode ser visual ou eletrénico.

19. Os sistemas de detecdo desenvolvidos para detetar a passagem do produto quimico em estudo através da membrana
de estanquidade devem ser avaliados quanto a sua adequagdo e fiabilidade, a fim de definir a gama de produtos
quimicos que podem ser detetados e os limites quantitativos de detegdo.

REALIZACAO DO ENSAIO
Montagem dos componentes do método de ensaio

20. A membrana é colocada num frasco (ou tubo) que contém a solugdo do indicador, de modo a que a membrana de
apoio esteja totalmente em contacto com a solugdo do indicador e que ndo se observem bolhas de ar. Deve ter-se o
cuidado de assegurar a integridade da membrana.

Aplicacio do produto quimico em estudo

21. E cuidadosamente espalhada e uniformemente distribuida pela superficie superior da membrana uma quantidade
adequada do produto quimico em estudo, como, por exemplo, 500 ul de um liquido ou 500 mg de um sélido
finamente pulverizado (7). Prepara-se para cada substincia, e para os despectivos controlos, um nimero adequado de
replicados — por exemplo, quatro (7) (ver pontos 23 a 25). Regista-se 0 momento da aplicagdo do produto quimico
em estudo a membrana. Para assegurar o registo exato dos tempos de corrosdo curtos, procede-se ao escalonamento
dos tempos de aplicagdo do produto quimico nos frascos replicados.
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Medicio das penetracdes na membrana

22. Cada frasco é adequadamente monitorizado e é registado o momento da primeira mudanca na solugdo do indicador,
ou seja, a penetracdo da membrana, determinando-se o tempo decorrido entre a aplicagio e a penetragio da
membrana.

Controlos

23. Nos ensaios que utilizem um veiculo ou solvente com o produto quimico de estudo, o veiculo ou solvente deve ser
compativel com o sistema da membrana de estanquidade, ou seja, ndo deve alterar a integridade sistema da
membrana nem a corrosividade do produto quimico. Se for caso disso, o controlo do solvente (ou do veiculo)
deve ser ensaiado em simultdneo com o produto quimico em estudo, a fim de demonstrar a compatibilidade do
solvente com o sistema de membrana.

24. Deve ensaiar-se em simultdneo com o produto quimico em estudo um controlo positivo (corrosivo) com corrosi-
vidade intermédia — por exemplo, atividade de 110 +15 mg de hidréxido de s6dio (subcategoria de corrosividade 1B
do GHS da ONU) (7) —, para avaliar se o sistema estd a funcionar de forma aceitdvel. Um segundo controlo positivo
com a mesma classe quimica do produto quimico em estudo pode ser util para avaliar o potencial de corrosividade
relativo de um produto quimico corrosivo. Devem selecionar-se controlo(s) positivo(s) de corrosividade intermédia
(por exemplo, da subcategoria 1B do GHS da ONU), a fim de detetar mudangas no tempo de penetragdo, que pode
ser inaceitavelmente maior ou menor do que o valor de referéncia estabelecido, indicando assim que o sistema de
teste ndo funciona corretamente. Para o efeito, os produtos quimicos extremamente corrosivos (subcategoria 1A do
sistema GHS da ONU) ou ndo corrosivos sio de utilidade limitada. Um produto quimico corrosivo da subcategoria
1B do sistema GHS da ONU permitird detetar um periodo demasiado rdpido ou demasiado lento. Uma substincia
fracamente corrosiva (subcategoria 1C do sistema GHS da ONU) pode ser utilizada como controlo positivo, com
vista a medir a capacidade do método de ensaio para estabelecer uma distingdo sistematica entre substancias quimicas
fracamente corrosivas e ndo corrosivas. Independentemente da abordagem utilizada, deve definir-se uma gama
aceitavel de respostas ao controlo positivo com base na gama histdrica de momentos de avango para o(s) controlo(s)
positivo(s) utilizado(s), como, por exemplo, os desvios-padrio médios 2-3. Em cada estudo, deve determinar-se o
tempo de penetragdo exato para o controlo positivo, para que possam ser detetados desvios fora da gama aceitavel.

25. Um controlo negativo (ndo corrosivo) — por exemplo, 10 % de dcido citrico e 6 % de 4cido propidnico (7) — também
devem ser ensaiados simultaneamente com o produto quimico em estudo, constituindo outra medida de controlo de
qualidade para demonstrar a integridade funcional da membrana.

Critérios de aceitabilidade do estudo

26. Atendendo aos pardmetros temporais estabelecidos para cada subcategoria de corrosividade do sistema GHS da ONU,
o tempo (em minutos) decorrido entre a aplicagdo do produto quimico em estudo na membrana e a penetragdo nesta
¢ utilizado para prever a corrosividade do produto em causa. Para que um estudo possa ser considerado aceitdvel, o
controlo positivo paralelo deve produzir o tempo de penetragio esperado (por exemplo, 8-16 min até atingir o
hidréxido de sédio, se usado como controlo positivo); o controlo negativo simultdneo ndo deve ser corrosivo. Se for
utilizado, o controlo de solvente simultineo ndo deve ser corrosivo nem deve alterar a corrosividade potencial do
produto quimico. Antes de utilizarem um método de ensaio de rotina conforme com o presente método de ensaio,
os laboratérios devem demonstrar a sua competéncia técnica utilizando as doze substancias recomendadas no quadro
2. No caso dos novos métodos «me-too», desenvolvidos no dmbito deste método de ensaio, que sdo estruturalmente
semelhantes ao método de referéncia validado (14), deve recorrer-se as normas de desempenho predefinidas para
demonstrar a fiabilidade e a exatiddo de um novo método antes de ser utilizado para ensaios regulamentares (10).

Interpretacio dos resultados e classificacio das substincias quimicas em estudo

27. Utiliza-se o tempo (em minutos) decorrido entre a aplicagdo do produto quimico em estudo na membrana e a
penetracdo nesta para classificar o produto em causa em termos das subcategorias de corrosividade do sistema GHS
da ONU (1) e, se for caso disso, do grupo de embalagens da ONU (16). Para cada método de ensaio proposto, sio
estabelecidos valores-limite para cada uma das trés subcategorias. As decisdes finais sobre tempos-limite devem ter
em conta a necessidade de minimizar a subclassificacgdo do perigo de corrosdo (ou seja, os falsos negativos). No
presente ensaio, devem utilizar-se os tempos-limite do Corrositex®, descritos no quadro 3, uma vez que este constitui
o tnico método de ensaio atualmente abrangido pela Test Guideline em vigor (7).
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Quadro 3

Modelo de previsio do Corrositex®

Tempo médio de penetracdo (min)

Produtos quimicos em estudo da Previsio do GHS da ONU ()

categoria (%) (determinados pelo
método de classificacio do método)

Produtos quimicos em estudo da categoria (')
(determinados pelo ensaio de classificagio do método)

0-3 min 0-3 min Subcategoria facultativa de cor-
rosividade 1A

>3-60 min > 3-30 min Subcategoria facultativa de cor-
rosividade 1B

> 60-240 min >30-60 min Subcategoria facultativa de cor-
rosividade 1C

> 240 min > 60 min Nao corrosivo

(1) Produtos quimicos em estudo com reserva dcidafalcalina elevada (6).
(%) Produtos quimicos em estudo com uma reserva 4cida/alcalina baixa (6).
(}) As subcategorias 1A, 1B ¢ 1C do GHS da ONU correspondem aos grupos de embalagem I, I e IIL

DADOS E RELATORIOS
Dados

28. O tempo (em minutos) decorrido entre a aplicagdo e a penetracdo da barreira pelo produto quimico em estudo e
pelo(s) controlo(s)positivo(s) deve ser indicado num quadro que inclua os dados correspondentes a cada replicado,
bem como o desvio-padrio aproximado para cada ensaio.

Relatério de ensaio

29. O relatério de ensaio deve conter as seguintes informagdes:

Produto quimico em estudo e substancias de controlo:

— Substancia monocomponente: dados de identificagdo quimica, como as denominagdes IUPAC ou CAS, nimero
CAS, codigo SMILES ou InChl, férmula estrutural, pureza, identidade quimica das impurezas, caso se justifique e
seja exequivel, etc.;

— Substancia multicomponentes, UVCB e mistura: caracterizada, na medida do possivel, pela identidade quimica (ver
acima), ocorréncia quantitativa e principais propriedades fisico-quimicas dos componentes;

— Aspeto fisico, solubilidade em dgua e outras propriedades fisico-quimicas pertinentes;

— Proveniéncia, ntimero do lote, se disponiveis;

— Tratamento do produto quimico em estudo/substincia de controlo antes do ensaio, se for o caso;

— Estabilidade do produto quimico em estudo, data-limite de utilizacdo ou data de reandlise, se conhecidas.

— Condi¢des de armazenagem.
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Veiculo:

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

— Justificagdo do excipiente escolhido.

Modelo de membrana de estanquidade in vitro e protocolo utilizado, incluindo a exatiddo e fiabilidade demonstradas
Condigdes de realizagio do ensaio:

— Descricdo da montagem e dos processos de preparacdo utilizados;

— Origem e composi¢do da membrana de estanquidade in vitro;

— Composi¢io e propriedades da solu¢io do indicador;

— Método de detecio;

— Quantidades do produto quimico em estudo e da substincia de controlo;
— Numero de replicados;

— Descricdo e justificacdo do ensaio de classificagio temporal realizado;

— Meétodo de aplicagio;

— Tempos de observagio;

— Descricdo dos critérios de avaliagdo e de classificagdo aplicados;

— Demonstra¢do da competéncia na execucio do método de ensaio antes da sua utilizacdo regular, através do
ensaio das substancias quimicas de demonstracio de competéncia técnica.

Resultados:

— Quadro com os dados brutos obtidos a partir de amostras individuais de ensaio e de controlo, para cada
replicado;

— Descricdo de outros efeitos observados;

— C(lassificagdo atribuida, mencionando o modelo de previsio ou os critérios de decisio utilizados.
Discussdo dos resultados

Conclusdes
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Apéndice

DEFINICOES

Adequacio: Relagio do método de ensaio com o efeito em causa; pertinéncia e utilidade do ensaio para o fim em vista.
Traduz a medida em que o método de ensaio mede ou prevé corretamente o efeito biologico em causa. A adequagdo
compreende a exatiddo (concordancia) do método de ensaio (9).

Concordincia: Mede o desempenho do método de ensaio no caso dos métodos cujos resultados sejam estabelecidos em
fungdo de categorias e constitui um dos aspetos da adequagdo. Este termo e o termo «exatiddo» sdo muitas vezes
utilizados indistintamente para indicar a propor¢do de produtos quimicos testados que sio corretamente classificados
como positivos ou negativos. A concordancia é altamente dependente da prevaléncia do produto quimico em estudo
positivo no tipo de produto quimico em estudo (9).

Corrosio da pele in vivo: Producio de danos irreversiveis a pele, nomeadamente a necrose visivel da epiderme,
prolongando-se para a derme, apés a aplicagio de um produto quimico em estudo durante um méximo de quatro
horas. Sdo exemplos tipicos de reagdes corrosivas as tlceras, hemorragias e escaras sanguinolentas e, no final do periodo
de observagio de 14 dias, a descoloragdo, devido a perda de pigmentacio da pele, e a formagdo de zonas de alopécia total
e de cicatrizes. As lesdes duvidosas poderdo ser elucidadas por métodos histopatolégicos.

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 funcio de
categorias e ¢ um aspeto importante a ter em conta na avaliacio da adequagdo do método em causa (9).

Exatiddo: Grau de acordo entre os resultados do método de ensaio e os valores de referéncia aceites. Constitui uma
medida do desempenho do método e um dos aspetos da adequagdo. Este termo e o termo «concordincia» sio muitas
vezes utilizados indistintamente para indicar a propor¢do de resultados corretos de um método de ensaio (9).

Fiabilidade: Medida em que, utilizando o mesmo protocolo, um método de ensaio pode ser continuadamente reprodu-
zido no mesmo laboratério e em laboratérios diferentes. A fiabilidade é avaliada com base nos valores calculados das
reprodutibilidades intralaboratorial e interlaboratorial (9).

GHS(Sistema Mundial Harmonizado de Classificacio e Rotulagem de Produtos Quimicos): Sistema que propde a
classificagdo dos produtos quimicos (substancias e misturas) em funcio de tipos e niveis normalizados de perigos fisicos,
sanitdrios e ambientais e trata ainda dos correspondentes elementos de comunica¢do, 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 protegio das pessoas (empregadores, trabalhadores,
transportadores, consumidores, pessoal dos servicos de emergéncia, etc.) e do ambiente (1).

IATA: Abordagem integrada de ensaio e avaliagdo.

Mistura: Uma mistura ou solugido composta por duas ou mais substincias.

NC: Nio corrosivo.

Normas de desempenho: Normas associadas a um método de ensaio validado com base nas quais pode ser avaliada a
comparabilidade de um método de ensaio proposto que lhe seja funcional e mecanisticamente similar. Incluem: (i)
componentes essenciais do método de ensaio; (i) uma lista minima de produtos quimicos de referéncia, escolhidos de
entre os produtos quimicos utilizados para demonstrar o desempenho aceitdvel do método de ensaio validado; e (i)
niveis de exatiddo e fiabilidade comparaveis, baseados no que foi obtido para o método de ensaio validado, que o método
de ensaio proposto deve demonstrar quando avaliado pela utilizacgdo da lista minima de produtos quimicos de
referéncia (9).
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Produto quimico: uma substancia ou mistura.
Produto quimico de ensaio: qualquer substincia ou mistura a qual seja aplicado o presente método de ensaio.

Sensibilidade: Propor¢do dos produtos quimicos positivos/ativos que sdo corretamente classificados pelo método de
ensaio. Constitui uma medida da exatiddo de um método de ensaio cujos resultados sdo estabelecidos em fungdo de
categorias e é um aspeto importante a ter em conta para avaliar a adequacdo do método em causa (9).

Sistema de dete¢io quimica (CDS): Sistema de medicdo visual ou eletrénico com uma solugido indicadora que reage a
presenga de um produto quimico em estudo, por exemplo, com a alteragdo do corante, ou combina¢ido de corantes, do
indicador de pH que mostre uma alteragdo da cor em reagdo a presenca do produto quimico em estudo ou com outros
tipos de reacdes quimicas ou eletroquimicas.

Substincia: um elemento quimico e os seus compostos no estado natural ou obtido por qualquer processo de producio,
incluindo qualquer aditivo necessdrio para preservar a sua estabilidade e qualquer impureza derivada do processo
utilizado, mas excluindo qualquer solvente que possa ser separado sem afetar a estabilidade da substancia nem modificar
a sua composicdo.

Substincia monocomponente: Substincia, definida pela sua composi¢io 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, na qual mais de um dos prin-
cipais componentes estd presente numa concentragio > 10 % (m/m) e < 80 % (m/m). As substancias multicomponentes
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 substincias, sem reagdo quimica. As substincias multicomponentes resultam
de reagdes quimicas.

UVCB: Substancias de composicdo desconhecida ou varidvel, produtos de reacdo complexos ou materiais bioldgicos.
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B.66 ENSAIOS DE TRANSATIVACAO TRANSFETADA COM ESTABILIDADE PARA DETECAO DE RECETORES DE
ESTROGENIO AGONISTAS E ANTAGONISTAS E ANTAGONISTAS

INTRODUCAO GERAL
Método de ensaio baseado na Test Guideline da OCDE

1. O presente método de ensaio é equivalente a Test Guideline 455 (2016) da OCDE. Esta dltima é uma diretriz de
ensaio baseada no desempenho (PBTG), que descreve a metodologia de ensaios de transativagdo transfetada in vitro
para detecdo de recetores de estrogénio agonistas e antigonistas (ensaios ER TA). E composto por varios métodos de
ensaio, mecanica e funcionalmente afins, para a identificacdo de recetores de estrogénio (ERa efou ERp) agonistas e
antagonistas, e deve facilitar o desenvolvimento de novos métodos de ensaio semelhantes ou modificados de acordo
com os principios de validagio estabelecidos no Guidance Document on the Validation and International Acceptance of
New or Updated Test Methods for Hazard Assessment (1) da OCDE. Os métodos de ensaio de referéncia inteiramente
validados (apéndice 2 e apéndice 3) que constituem a base deste PBTG sdo os seguintes:

— The Stably Transfected TA (STTA) assay (2) using the (h) ERa-HeLa-9903 cell line; and

— The VM7Luc ER TA assay (3) using the VM7Luc4E2 cell line (*) which predominately expresses hERa with some
contribution from hERfe(4)(5).

Para o desenvolvimento e a validagio de ensaios semelhantes para 0 mesmo pardmetro de risco, existem normas de
desempenho (PS) (6) (7), que importa utilizar. Permitem a alteracdo atempada do PBTG 455, para que se possam
acrescentar novos ensaios semelhantes a um PBTG atualizado. No entanto, s6 serdo adicionados ensaios semelhantes
ap6s andlise e aprovacio pela OCDE do cumprimento das normas de desempenho. Os ensaios incluidos no método
TG 455 podem ser utilizados indiscriminadamente para satisfazer as necessidades dos paises membros da OCDE
relativamente a resultados de ensaios de transativacio de recetores de estrogénio, beneficiando simultaneamente da
aceitagdo miitua de dados da OCDE.

Antecedentes e principios dos ensaios incluidos no presente método

2. A OCDE iniciou em 1998 uma atividade altamente prioritiria com o objetivo de rever as diretrizes em vigor para a
pesquisa e o ensaio de produtos quimicos com possiveis efeitos de perturbagdo enddcrina, bem como elaborar novas
diretrizes. O quadro concetual da OCDE para ensaio e avaliagio de produtos quimicos potencialmente perturbadores
do sistema enddcrino do sistema enddcrino foi revisto em 2012. Os quadros concetuais original e revisto constam,
como anexo, do Guidance Document on Standardised Test Guidelines for Evaluating Chemicals for Endocrine Disruption da
OCDE (8). O quadro concetual contém cinco niveis, cada um dos quais corresponde a um nivel diferente de
complexidade bioldgica. O ensaio de transativagdo de ER (TA) descrito no presente método de ensaio é do nivel
2, que abrange os ensaios in vitro que facultam dados sobre mecanismos/vias enddcrinos selecionados. O método
destina-se a ensaios de transativacio (TA) in vitro, concebidos para identificar recetores de estrogénio (RE) agonistas e
antagonistas.

3. A interacdo dos estrogénios com os RE pode afetar a transcricio de genes estrogénicos, que podem conduzir a
indugdo ou inibi¢do de processos celulares, incluindo os necessirios para a proliferagio celular, para o desenvolvi-
mento fetal normal e para a fungdo reprodutora (9) (10) (11). A perturbacio de sistemas estrogénicos normais pode
provocar efeitos nocivos no desenvolvimento normal (ontogénese), na satide reprodutiva e na integridade do
aparelho reprodutor.

4. Os ensaios de TA in vitro baseiam-se numa intera¢io direta ou indireta das substincias com um recetor especifico que
regula a transcrigdo de um produto de gene repérter. Estes ensaios foram amplamente utilizados para avaliar a
expresso dos genes regulados por recetores nucleares especificos, como os ER (12) (13) (14) (15) (16). Foram
propostos para detegdo da transativagdo estrogénica regulada pelo ER (17) (18) (19). Hd, pelo menos, dois grandes
subtipos de RE nucleares, a e B, que sdo codificados por genes distintos. As proteinas respetivas tém funcdes
bioldgicas diferentes, bem como distribui¢des de tecidos e afinidades com ligandos diferentes (20) (21) (22) (23)
(24) (25) (26). O ERa nuclear determina a reacdo estrogénica classica (27) (28) (29) (30), pelo que a maioria dos
modelos atualmente em desenvolvimento para medir a ativacdo ou a inibi¢do dos ER sdo especificos do ERa. Os
ensaios sdo utilizados para identificar produtos quimicos que ativem (ou inibam) o ER na sequéncia de ligacdes de
ligandos, apds os quais o complexo recetor-ligando se liga a elementos de resposta de ADN especificos e transativa
um gene repérter, que provoca o aumento da expressdo celular de um marcador proteico. Nestes ensaios podem ser
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utilizadas diferentes respostas do repérter. Em sistemas a base de luciferase, a enzima luciferase transforma o
substrato de luciferina num produto bioluminescente que pode ser medido quantitativamente com um luminémetro.
Outros exemplos de repérteres comuns sdo a proteina fluorescente e o gene lacZ, que codificam a f-galactosidase,
uma enzima que pode transformar o substrato incolor X-Gal (5-bromo-4-cloro-indolil-galactopiranosideo azul) num
produto quantificivel com um espectrofotémetro. Estes repérteres podem ser avaliados de forma répida e pouco
onerosa com os conjuntos de ensaio existentes no mercado.

5. Os estudos de validagio do STTA e dos ensaios VM7Luc demonstraram a sua adequagdo e fiabilidade para o fim a
que se destinam (3) (4) (5) (30). As normas de desempenho para ensaios ER TA baseados na luminescéncia com
linhas celulares mamadrias constam do ICCVAM Test Method Evaluation Report on the LUMI-CELL® ER (VM7Luc ER
TA) Test Method: An In Vitro Assay for Identifying Human Estrogen Recetor Agonist and Antagonist Activity of Chemicals
(3). Estas normas de desempenho foram alteradas para serem aplicdveis tanto aos ensaios STTA como aos ensaios
VM7Luc (2).

6. As definicdes e abreviaturas utilizadas no presente método de ensaio sdo descritas no apéndice 1.

Ambito e limitagdes relacionados com os ensaios de TA

7. Os ensaios sdo propostos para efeitos de rastreio e de definiio de prioridades, mas podem também fornecer
informagOes mecanisticas passiveis de serem utilizadas numa abordagem de ponderacio da suficiéncia da prova.
Centram-se na TA induzida por um produto quimico que se liga a0 ER num sistema in vitro. Assim, os resultados
ndo devem ser extrapolados diretamente para o complexo de sinalizagdo e regulagdo do sistema enddcrino intacto in
vivo.

8. A TA mediada pelos ER é considerada um dos principais mecanismos de desregulagio enddcrina, embora existam
outros mecanismos através dos quais o ED pode ocorrer, incluindo (i) interagdes com outros recetores e sistemas
enzimdticos no sistema enddcrino, (ii) sintese das hormonas, (iii) ativacdo efou inativacio metabdlica de hormonas,
(iv) distribuicdo de hormonas por tecidos-alvo e (v) elimina¢do de hormonas do organismo. Nenhum dos ensaios no
ambito do presente método aborda estes modos de acdo.

9. O presente método de ensaio incide na capacidade dos produtos quimicos de ativarem (ou seja, agirem como
agonistas) e eliminarem (ou seja, agirem como antagonistas) a transcricdio dependente do ER. Alguns produtos
quimicos podem, em fungdo do tipo de células, apresentar atividades de agonista e antagonista, sendo conhecidos
como moduladores seletivos de recetores de estrogénio (SERMS). Os produtos quimicos que sio negativos nestes
ensaios podem ser avaliados num ensaio de ligagdo de ER antes de se concluir que nido se ligam ao recetor. Além
disso, os ensaios s6 sdo suscetiveis de informar sobre a atividade da molécula-mie tendo em conta a limitada
capacidade de metabolizagio dos sistemas de células in vitro. Considerando que, na validacdo, apenas foram utilizadas
substancias estremes, a aplicabilidade a misturas de ensaio ndo foi tida em conta. No entanto, o método ¢ teorica-
mente aplicdvel ao ensaio de substincias multicomponentes, UVCB e misturas. Antes da sua aplicagio a uma
substancia multicomponentes, UVCB ou mistura para obter dados com uma finalidade normativa, deve ponderar-
-se se e, em caso afirmativo, por que razdo o método pode proporcionar resultados adequados para o efeito. Essas
considera¢des ndo sdo necessdrias se existir um requisito normativo para o ensaio da mistura.

10. Para efeitos informativos, o quadro 1 fornece os resultados do ensaio de agonistas para as 34 substancias que foram
ensajiadas com ambos os métodos de ensaio de referéncia plenamente validados descritos no presente. Destas
substancias, 26 sdo classificadas como ER agonistas e 8 negativas, com base em relatdrios publicados, incluindo
ensaios in vitro de ligagdo de ER e TA efou o ensaio uterotréfico (2) (3) (18) (31) (32) (33) (34). O quadro 2 fornece
os resultados do ensaio de antagonistas relativos as 15 substincias ensaiadas em ambos os métodos de ensaio de
referéncia plenamente validados descritos no presente método de ensaio. Entre estas substincias, 4 sdo classificadas
como antagonistas ER definitivas/presumidas e 10 negativas, com base em relatérios publicados, incluindo os ensaios
in vitro de ligagdo ER e TA (2) (3) (18) (31). Relativamente aos dados resumidos nos quadros 1 e 2, houve
concordéncia total entre os dois métodos de ensaio de referéncia para as classificagdes de todas as substancias,
com excegdo de uma (mifepristona) para o ensaio antagonista, e cada substancia foi classificada corretamente como
agonista/antagonista de ER ou negativa. Constam das normas de desempenho para o AETR (6) (7), apéndice 2
(quadros 1, 2 e 3), informacdes suplementares sobre este grupo de produtos quimicos, assim como ensaios de
produtos quimicos adicionais no STTA e no VM7Luc ER TA realizados durante os estudos de validagio.
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COMPONENTES DOS ENSAIOS ER TA

Componentes de ensaio essenciais

11. O presente método de ensaio aplica-se aos ensaios que utilizam um recetor ERa transfetado estavelmente ou
enddgeno e um constituinte de gene repoérter transfetado estavelmente sob o controlo de um ou mais elementos
de resposta estrogénicos; no entanto, podem estar presentes outros recetores, como o ERB. Estes sio componentes
essenciais do ensaio.

Controlos

12. Deve ser descrita a base dos padrdes de referéncia concorrentes propostos para cada ensaio de agonistas e antago-
nistas. Os controlos paralelos (negativo, solvente e positivo), se necessirio, servem como indicagio de que o método
de ensaio estd a funcionar nas condi¢des do ensaio e fornecem uma base para comparacdes entre experiéncias;
geralmente, sdo parte dos critérios de aceitabilidade de uma experiéncia (1).

Procedimentos normalizados de controlo de qualidade

13. Devem ser aplicados os procedimentos normalizados de controlo da qualidade descritos para cada ensaio, a fim de
garantir que a linha celular se mantém estdvel através de passagens multiplas, continua isenta de micoplasma (isto é,
sem contaminacio bacteriana) e mantém a capacidade de fornecer as respostas mediadas pelo ER previstas ao longo
do tempo. As linhas celulares devem ser sujeitas a um controlo suplementar para verificar se a sua identidade estd
correta, bem como para identificar outros contaminantes (por exemplo, fungos, leveduras e virus).

Demonstra¢io da competéncia técnica do laboratério

14. Antes de ensaiar produtos quimicos desconhecidos com qualquer um dos ensaios no dmbito do presente método de
ensaio, cada laboratério deve demonstrar a sua competéncia na utilizagdo do ensaio. Para demonstrar a competéncia,
cada laboratério deve ensaiar as 14 substincias enumeradas no quadro 3 no que respeita ao ensaio de agonistas e as
10 substancias do quadro 4 para o ensaio antagonista. Este ensaio de competéncia deve também confirmar a
capacidade de resposta do sistema de ensaio. A lista de substincias de competéncia é um subconjunto das substancias
de referéncia constantes das normas de desempenho para os ensaios ER TA (6). Estas substincias estdo comercial-
mente disponiveis, representam as classes de produtos quimicos normalmente associadas a atividade agonista ou
antagonista de ER e apresentam uma gama de poténcia adequada e esperada para agonistas/antagonistas de ER (ou
seja, de fortes a fracos) e incluem negativos. Os ensaios das substincias de competéncia devem ser reproduzidos pelo
menos duas vezes, em dias diferentes. A competéncia é demonstrada por uma classificagdo correta (positiva/negativa)
de cada uma das substancias. O ensaio de competéncia deve ser repetido por todos os técnicos quando aprendem os
ensajos. Em funcdo do tipo de célula, algumas destas substancias de competéncia podem comportar-se como SERMS
e exibir atividades agonistas e antagonistas. No entanto, as substincias para a demonstragdo de competéncia sdo
classificadas nos quadros 3 e 4 de acordo com a sua atividade predominante conhecida, que deve ser utilizada na
avaliacio da competéncia.

15. Para demonstrar o desempenho e para fins de controlo de qualidade, cada laboratério deve elaborar bases de dados
historicos agonistas e antagonistas com padrdes de referéncia (p. ex., 17f-estradiol e tamoxifeno), produtos quimicos
de controlo positivo, negativo e de solvente (p.e., DMSO). Inicialmente, a base de dados deve ser gerada a partir de
uma série de, pelo menos, 10 ensaios de agonistas independentes (por ex., 17f-estradiol) e 10 ensaios de antagonistas
independentes (por exemplo, tamoxifeno). Os resultados de futuras andlises destes padrdes de referéncia e dos
controlos de solventes devem ser incluidos para aumentar a base de dados, a fim de garantir a coeréncia e o
desempenho do bioensaio por parte do laboratério ao longo do tempo.
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Critérios de aceitabilidade dos ensaios

16. A aceitagio ou rejei¢do de uma série de ensaios baseia-se na avaliagio dos resultados obtidos para os padrdes de
referéncia e dos controlos utilizados para cada experiéncia. Os valores para PCs, (ECs5p) ou ICs, (padrdes de
referéncia) devem satisfazer os critérios de aceitabilidade previstos para o ensaio selecionado (para STTA ver apéndice
2, para VM7Luc ER TA ver apéndice 3), e todos os controlos positivos/negativos devem ser corretamente classifi-
cados para cada experiéncia aceite. A capacidade de efetuar o ensaio de forma consistente deve ser demonstrada
através da criagdo e da manutengdo de uma base de dados histérica das normas e controlos de referéncia (ver ponto
15). Os desvios-padrdo (desvio-padrdo) ou os coeficientes de variagdo (CV) das médias dos padrdes de referéncia para
os pardmetros das curvas de vérias experiéncias podem ser utilizados como indicadores da reprodutibilidade interna
do laboratério. Além disso, devem cumprir-se os seguintes principios relativos aos critérios de aceitabilidade:

— Os dados devem ser suficientes para efetuar uma avaliagio quantitativa da ativagdo ER (ensaio de agonistas) ou
supressdo (ensaio antagonistas) (isto ¢, eficicia e poténcia).

— A atividade média do reporter para a concentragio dos estrogénios de referéncia deve ser, pelo menos, a minima
especificada nos ensaios relativamente ao controlo do veiculo (solvente), a fim de garantir a devida sensibilidade.
Para os ensaios STTA e VM7Luc ER, esta é quatro vezes a da média do controlo do veiculo (solvente) de cada
placa.

— As concentra¢des ensaiadas devem manter-se no intervalo de solubilidade dos produtos quimicos em estudo e
ndo demonstrar citotoxicidade.

Andlise dos dados

17. O procedimento de interpretagio dos dados definido para cada ensaio deve ser utilizado para classificar uma resposta
positiva e negativa.

18. O cumprimento dos critérios de aceitagdo (ponto 16) indica que o ensaio estd a funcionar corretamente, mas nio
assegura que um determinado ensaio especifico produza dados exatos. A replicagio dos resultados da primeira série
de ensaios é a melhor indicagdo de que foram produzidos dados exatos. Se duas séries de ensaios derem resultados
reprodutiveis (por exemplo, os resultados dos dois ensaios indicarem que um produto quimico em estudo é positivo),
ndo ¢ necessdrio realizar uma terceira série de ensaios.

19. Se duas séries de ensaios ndo permitirem obter resultados reprodutiveis (por exemplo, um produto quimico em
estudo der positivo numa série e negativo na outra) ou se for necessdrio um grau de certeza mais elevado quanto ao
resultado deste ensaio, devem realizar-se pelo menos trés séries de ensaios independentes. Neste caso, a classificagdo
baseia-se em dois resultados concordantes em trés.

Critérios gerais para a interpretacio dos dados

20. Nio existe atualmente um método universalmente aceite para a interpretagio dos dados ER TA. No entanto, a
avaliacdo qualitativa (por exemplo positivo/negativo) e/ou quantitativa (p. ex., ECsq, PCsq, IC50) da atividade mediada
pelo ER deve basear-se em dados empiricos e em pareceres cientificos s6lidos. Sempre que possivel, os resultados
positivos devem ser caracterizados pela magnitude do efeito em comparagio com o do controlo do veiculo (solvente)
ou do estrogénio de referéncia, bem como pela concentragio a que o efeito se produz (por exemplo, EC5,, PCsy,
RPC, ;0 1Cs, etc.).

Relatdrio de ensaio

21. O relatério de ensaio deve conter as seguintes informagdes:
Método de ensaio:
— Meétodo de ensaio utilizado;
— Padrdes de controloreferéncia/produto quimico em estudo

— Origem, nimero de lote e data-limite de utilizagdo, se conhecida
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— Estabilidade do produto quimico em estudo, se conhecida;
— Solubilidade e estabilidade do produto quimico em estudo no solvente, se conhecida;

— Medicdo do pH, da pressdo osmética 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, hidrossolubilidade e outras propriedades fisico-quimicas pertinentes;

— Dados de identificagdo quimica, como as denominagdes IUPAC ou CAS, niimero CAS, codigo SMILES ou InChl,
férmula estrutural, pureza, identidade quimica das impurezas, se justificado e exequivel, etc.

Substdncia multicomponentes, UVCB e misturas:

— Caracterizada, na medida do possivel, pela identidade quimica (ver acima), ocorréncia quantitativa e principais
propriedades fisico-quimicas dos componentes.

Solvente/veiculo:
— Caracterizacio (natureza, fornecedor e lote);
— Justificagdo para a escolha do solvente/veiculo;
— Solubilidade e estabilidade do produto quimico em estudo no solvente/veiculo, se conhecida.
Células:
— Tipo e origem das células:
* £ o ER expresso endogenamente? Na negativa, que recetor(es) foi/foram transfetado(s)?
* Constituinte(s) do(s) repérter(es) utilizado(s) (incluindo as espécies de origem);
* Método de transfe¢io;
* Método de selecdo para a manutengdo da estabilidade da transfe¢do (quando aplicivel);
* O método de transfecio € relevante para linhas estdveis?
— Nuamero de passagens celulares (desde a descongelagio);
— Numero de passagens celulares aquando da descongelacio;

— Métodos de manutengio das culturas celulares.
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Condices de realizacdo do ensaio:

— Limitagdes da solubilidade;

— Descri¢do dos métodos de avaliagio da viabilidade aplicados;

— Composigdo dos meios, concentragio de COy;

— Concentragdes do produto quimico em estudo;

— Volumes adicionados do veiculo e produto quimico em estudo;

— Temperatura e humidade de incubagio;

— Duragdo do tratamento;

— Densidade celular no inicio e no decurso do tratamento;

— Padrdes de referéncia positivos e negativos;

— Reagentes do repdrter (nome do produto, fornecedor e lote);

— Critérios definidos para que o ensaio seja considerado positivo, negativo ou inconclusivo.

Verificagdo da aceitabilidade:

— Fator de indugdo de cada placa de ensaio e se cumprem o minimo exigido pelo ensaio com base em controlos
histéricos;

— Valores reais para critérios de aceitabilidade, por exemplo, log;(ECsp), 10g;¢(PCsq), 1og;(IC5,) e valores da curva
de Hill para os controlos positivos/padrdes de referéncia;

Resultados:

— Dados brutos e normalizados;

— Nivel do fator de indugio maximo;

— Dados relativos a citotoxicidade;

— Se existir, a concentracio minima eficaz (LEC);

— Valores RPC 4, PCrsw PCsg, ICs5 efou ECsq, consoante o caso;

— Relagdo concentragdo-resposta, quando for possivel determind-la;
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— Andlise estatistica, se for caso disso, associada a uma medida de erro e confianca (por exemplo, SEM, DP, CV ou
IC 95 %) e descri¢do da forma como os valores foram obtidos.

Discussdo dos resultados

Conclusdo
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Apéndice 1

DEFINICOES E ABREVIATURAS

Adequacio: descri¢do da relagio de um ensaio com o objeto de interesse e da sua importancia e utilidade para um
determinado fim. Traduz a medida em que o ensaio mede ou prevé corretamente o efeito bioldgico em causa. A
adequagdo comporta a exatiddo (concordancia) de um ensaio (1).

Agonista: substincia que produz uma resposta, por exemplo, transcricdo, quando se liga a um recetor especifico.

Antagonista: tipo de ligando a recetor ou produto quimico que ndo provoca uma resposta bioldgica com a ligagdo a um
recetor, mas bloqueia ou amortece respostas mediadas por agonistas.

ARN: 4cido ribonucleico.

Atividade antiestrogénica: capacidade de um produto quimico de suprimir a a¢do do 17f-estradiol mediada por
recetores de estrogénios.

Atividade estrogénica: a capacidade de um produto quimico reproduzir o 17f-estradiol na sua capacidade de se fixar em
recetores de estrogénio e de os ativar. O presente método de ensaio permite detetar atividade estrogénia mediada por
hERa.

CF: quadro conceptual da OCDE para ensaio e avaliacio de desreguladores do sistema enddcrino.

Citotoxicidade: efeitos nocivos para a estrutura ou a fungdo celular que podem causar a morte celular e se podem
traduzir numa redugdo do nimero de células presentes no poco no final do periodo de exposicdo ou numa redugio da
capacidade para uma medida da funcio celular, quando comparada com o controlo do veiculo simultineo.

Critérios de aceitabilidade: normas minimas para a realizacdo de controlos experimentais e padrdes de referéncia. Para
que uma experiéncia seja considerada valida, devem ser satisfeitos todos os critérios de aceitabilidade.

CP (Amostra de controlo positivo): substincia fortemente ativa, de preferéncia 178-estradiol, que € incluida em todos
os ensaios para ajudar a garantir o bom funcionamento do método.

CP,: concentragdo do produto quimico em estudo a que a atividade medida num ensaio de agonistas é igual a 10 % da
atividade mdaxima induzida pelo controlo positivo (E2 a 1nM para o ensaio STTA) em cada placa.

CP;: concentragdo do produto quimico em estudo em que a atividade medida num ensaio de agonistas é igual a 50 % da
atividade maxima induzida pelo PC (E2 com a concentragdo de referéncia indicada no método de ensaio) em cada placa.

CP,:: concentracdo do produto quimico em estudo que induz a RPC Méx.
CV: coeficiente de variagdo.

Competéncia técnica: capacidade comprovada para efetuar um ensaio de forma adequada antes de ensaiar substincias
desconhecidas.

Controlo positivo fraco: substancia fracamente ativa, selecionada a partir da lista de substancias quimicas de referéncia
que estd incluida em todos os ensaios a fim de assegurar o correto funcionamento do ensaio.

DCC-FBS: soro fetal bovino tratado com carvdo revestido com dextrano.

DMEM: meio de Eagle modificado por Dulbecco.
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DMSO: dimetilsulféxido.

DP: desvio-padrio.

E2: 17-estradiol.

EC50: concentragdo semimdxima efetiva de um produto quimico em estudo.

ED: desregulacio do sistema enddcrino.

Ensaio STTA: ensaio de transativacio transfetada de forma estdvel, o ensaio de ativagio transcricional ERa com recurso a
linha celular HeLa 9 903.

Ensaio «me-too»: expressio coloquial para designar um método que é, estrutural e funcionalmente, semelhante a um
método de ensaio de referéncia validado e aceite. O termo é sinénimo de «método de ensaio similar.

Estrogénio de referéncia (controlo positivo, PC): 17f-estradiol (E2, CAS 50-28-2).

Estudo: todo o trabalho experimental realizado para avaliar uma substincia tnica e especifica através de um ensaio
especifico. Um estudo compreende todas as etapas, incluindo ensaios de dilui¢do da substancia em estudo nos meios de
ensaio, séries de ensaios preliminares para avaliacdes da gama, todas as séries de ensaios exaustivos necessarias, andlises de
dados, controlo de qualidade, avaliacdes de citotoxicidade, etc. A realizacio de um estudo permite a classificacgio da
atividade do produto quimico em estudo no alvo de toxicidade (ou seja, ativo, inativo ou inconclusivo), que é avaliada
pelo método usado e por uma estimativa de poténcia em relagdo ao produto quimico de referéncia positiva.

Exatiddo (concordincia): grau de concordancia entre os resultados do ensaio e um valor de referéncia aceite. Constitui
uma medida da eficiéncia do método e um aspeto da adequacdo. Este termo e o termo «concordincia» sdo muitas vezes
utilizados indistintamente para indicar a proporcio de resultados corretos do método de ensaio (1).

ERE: elemento de resposta do estrogénio.

ERTA: transativa¢io do recetor de estrogénio.

Especificidade: proporcio de substancias negativas/inativa que é corretamente classificada pelo ensaio. Constitui uma
medida da exatidio de um método cujos resultados sejam estabelecidos em fungdo de categorias e é um aspeto
importante a ter em conta na avaliacgio da adequacio de um método (1).

FBS: soro fetal bovino.

Fiabilidade: indica em que medida um ensaio pode ser reproduzido ao longo do tempo num mesmo laboratério e entre
laboratérios utilizando o mesmo protocolo. A fiabilidade ¢é avaliada com base nos valores calculados das reprodutibili-
dades intralaboratorial e interlaboratorial.

hERa: recetor alfa de estrogénio humano.

hERKR: recetor beta de estrogénio humano.

HeLa: linha celular imortal do colo do titero humano.
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HeLa9903: subclone da célula Hela para a qual foram transfetados de forma estdvel hERas e um gene repérter da
luciferase.

IC;,: concentragio semimdxima efetiva de um produto quimico em estudo inibidor.

ICCVAM: Comité de Coordenacio Interagéncias na Validacdo de Métodos Alternativos.

LEC: menor concentragio eficaz é a menor concentracio do produto quimico em estudo que produz uma resposta (ou
seja, a menor concentracdo do produto quimico em estudo em que o fator de indugdo ¢é estatisticamente diferente do
controlo do veiculo concorrente).

Morfologia celular: forma e aspeto das células cultivadas numa tnica camada num tnico poco de uma placa de cultura
de tecidos. As células que estdo a morrer apresentam muitas vezes uma morfologia celular anormal.

MSE: meio sem estrogénio. Meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), complementado com 4,5 % de FBS tratado
com carvdo/dextrano, 1,9 % de L-glutamina e 0,9 % de «pen-strep».

MCE: Menor Concentra¢do Eficaz. E a menor concentragdo do produto quimico em estudo que produz uma resposta (ou
seja, a menor concentracio do produto quimico em estudo em que o fator de indugdo é estatisticamente diferente do
controlo do veiculo concorrente).

Método de ensaio: no contexto do presente método de ensaio, um ensaio é uma das metodologias aceites como vilidas
para cumprir os critérios de desempenho indicados. Os componentes do ensaio incluem, por exemplo, a linha celular
especifica com as condi¢des de crescimento associadas, o meio especifico em que o ensaio ¢é efetuado, as condi¢des de
configuragio das placas, disposicdes e dilui¢des dos produtos quimicos em estudo, a par de outras medidas de controlo da
qualidade exigidas e de etapas de avaliagio dos dados conexas.

Método de ensaio validado: método de ensaio relativamente ao qual foram realizados estudos de validagdo com vista a
determinar a sua adequagdo (incluindo a exatidio) e fiabilidade para um determinado fim. Importa referir que um método
de ensaio validado pode néo ser suficientemente exato e fidvel para ser considerado aceitdvel para o fim pretendido (1).

Métodos de ensaio de referéncia: ensaios em que se baseia 0 PBTG 455.

MMTV: virus do tumor mamadrio do rato.

MT: metalotioneina.

Normas de desempenho: normas assentes num método de ensaio validado que constituam uma base para avaliar a
comparabilidade de um ensaio proposto que seja mecanistica e funcionalmente similar. Incluem: (1) componentes
essenciais do método de ensaio; (2) uma lista minima de produtos quimicos de referéncia, escolhidos de entre os produtos
quimicos utilizados para demonstrar o desempenho aceitdvel do método de ensaio validado; e (3) niveis de exatiddo e
fiabilidade comparaveis, baseados no que foi obtido para o método de ensaio validado, que o método de ensaio proposto
deve demonstrar quando avaliado pela utilizagio da lista minima de produtos quimicos de referéncia (1).

OHT: 4-hidroxitamoxifeno.



L 247/182 Jornal Oficial da Unido Europeia 26.9.2019

Padrdo de referéncia: substancia de referéncia utilizada para demonstrar a adequagdo de um ensaio. O 17f-estradiol é o
padrdo de referéncia para os ensaios STTA e VM7Luc ER TA.

PBTG: diretriz de ensaio baseada no desempenho.

Produto quimico: uma substancia ou mistura.

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

RCP, ;. nivel maximo de resposta induzido pelo produto quimico em estudo, expresso em percentagem da resposta
induzida por 1 nM E2 na mesma placa.

RE: recetor de estrogénio.

Reprodutibilidade interlaboratorial: medida do grau em que diferentes laboratérios qualificados que utilizam o mesmo
protocolo e testam as mesmas substincias podem produzir resultados qualitativa e quantitativamente similares. A
reprodutibilidade interlaboratorial é determinada durante os processos de pré-validagio e validacdo e indica em que
medida um método pode ser transferido com éxito entre laboratérios, igualmente designada «eprodutibilidade entre
laboratérios» (1).

Reprodutibilidade intralaboratorial: medida do grau em que pessoal qualificado do mesmo laboratério consegue
replicar resultados com éxito utilizando o mesmo protocolo, em momentos diferentes. Igualmente designada «reprodu-
tibilidade intralaboratorial» (1).

RLU: unidades de luz relativas.

RPMI: meio RPMI 1 640 complementado com 0,9 % de «pen-strep» e 8,0 % de soro fetal bovino (FBS).

Sensibilidade: proporcio de todas as substdncias positivas/ativas que é corretamente classificada pelo método. Constitui
uma medida da exatiddo de um método cujos resultados sejam estabelecidos em funcdo de categorias e é um aspeto
importante a ter em conta na avaliagio da adequagio de um método (1).

Série de ensaios: experiéncia individual que avalia a acdo quimica sobre o resultado bioldgico do ensaio. Cada série de
ensaios constitui uma experiéncia completa realizada em pogos de células retiradas de um mesmo agregado de células ao
mesmo tempo.
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Série de ensaios independente: experiéncia realizada independente que avalia a agdo quimica sobre o resultado
bioldgico do ensaio, utilizando células de um conjunto diferente de produtos quimicos recém-diluidos, realizada em
dias diferentes ou no mesmo dia por pessoas diferentes.

Substincia: nos termos do REACH, uma substancia é definida como um elemento quimico e seus compostos, no estado
natural ou obtidos por qualquer processo de fabrico, incluindo qualquer aditivo necessdrio para preservar a sua estabi-
lidade e qualquer impureza que derive do processo utilizado, mas excluindo qualquer solvente que possa ser separado sem
afetar a estabilidade da substincia nem modificar a sua composicdo. No contexto do sistema GHS da ONU é utilizada
uma definicio muito semelhante (1).

Substincias para demonstracio de competéncia: subconjunto das substincias de referéncia incluidas nas normas de
desempenho que podem ser utilizadas pelos laboratérios para demonstrar a sua competéncia técnica com um método de
ensaio normalizado. Os critérios de selecdo destas substancias incluem normalmente o facto de representarem a gama de
respostas, estarem comercialmente disponiveis e disporem de dados de referéncia de elevada qualidade.

TA (Transativacdo): inicio da sintese do mARN em resposta a um sinal quimico especifico, como uma ligacdo de um
estrogénio no recetor de estrogénios.

Tratamento por carvio vegetal/dextrano: tratamento de soro utilizado na cultura celular. O tratamento com carvdo
vegetal/dextrano (frequentemente designado «separagdo») retira hormonas enddgenas e proteinas de ligacdo de hormonas.
Transfecio estdvel: quando o ADN ¢ transferido para células de cultura de modo a ser estavelmente integrado no
genoma celular, o que resulta na expressdo estavel dos genes transfetados. Os clones de células transfetadas de forma
estavel s3o selecionados por marcadores estdveis (por exemplo, resisténcia ao G418).

Transcrigdo: sintese do mARN.

UVCB: substincias quimicas de composicdo desconhecida ou varidvel, produtos de reagdo complexos e materiais bio-
l6gicos.

Validagdo: processo de estabelecimento da fiabilidade e adequacio de uma determinada abordagem, método, processo ou
avaliacdo para um determinado fim (1).

VC (controlo do veiculo): solvente que é utilizado para dissolver os produtos quimicos em estudo e de controlo; é
testado exclusivamente na qualidade de veiculo, sem adi¢do de produtos quimicos dissolvidos.

VM?7: célula de adenocarcinoma imortalizada que endogenamente expressa o recetor de estrogénio.

VM7Luc4E2: linha celular VM7Luc4E2, obtida a partir de células VM7 imortalizadas de adenocarcinoma de origem
humana, que expressam endogenamente ambas as formas do recetor de estrogénios (ERa e ERf) e que foram transfetadas
de forma estavel, com o plasmideo pGudLuc7.ERE. O plasmideo contém quatro cépias de um oligonucleétido sintético
que contém o elemento de resposta estrogénica a montante do promotor do tumor mamdrio viral do rato (MMTV) e o
gene da luciferase do pirilampo

() Regulamento (CE) n.° 1907/2006 do Parlamento Europeu e do Conselho, de 18 de dezembro de 2006, relativo ao registo, avaliagio,
autorizaco e restrigdo dos produtos quimicos (REACH), que cria a Agéncia Europeia dos Produtos Quimicos, que altera a Directiva
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
Directiva 76/769/CEE do Conselho e as Diretivas 91/155/CEE, 93/67/CEE, 93/105/CE e 2000/21/CE (JO L 396 de 30.12.2006, p. 1).
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Apéndice 2

RECETOR A DE ESTROGENIO HUMANO TRANSFETADO DE FORMA ESTAVEL. ENSAIO DE TRANSATIVACAO PARA DETECAO DE
ATIVIDADE ESTROGENICA AGONISTA E ANTAGONISTA NOS PRODUTOS QUIMICOS COM RECURSO A LINHA CELULAR
HERA-HELA-9903

CONSIDERACOES INICIAIS E LIMITACOES (VER TAMBEM INTRODUCAO GERAL)

1. O presente ensaio de transativagio (TA) utiliza a linha celular hERa-HeLa-9 903 para detetar atividade estrogénica
agonista mediada por um recetor de estrogénio humano alfa (hERa). O estudo de validagdo do ensaio de transati-
vacdo transfetada de forma estdvel, realizado pelo Japanese Chemicals Evaluation and Research Institute (CERI),
utilizando a linha celular hERa-HeLa-9 903 para detetar atividade estrogénica agonista e antagonista mediada pelo
recetor alfa de estrogénio humano (hERa), demonstrou a adequacio e a fiabilidade do ensaio para o fim a que se
destina (1).

2. O ensaio foi concebido especificamente para a dete¢do de TA mediada pelo hERq, tendo como pardmetro a medigio
por quimioluminescéncia. No entanto, foram referidos sinais de luminescéncia ndo mediada pelo recetor em concen-
tragdes de fitoestrogénios superiores a 1 pM devido a sobreativacio do gene repérter da luciferase (2) (3). Embora a
curva de respostas a dose indique que a ativa¢io real do sistema do ER ocorre a concentragdes inferiores, é necessério
examinar cuidadosamente a expressio da luciferase obtida em concentragdes elevadas de fitoestrogénios ou de
compostos similares suspeitos de produzirem o mesmo tipo de sobreativagio de fitoestrogénios do gene repérter
da luciferase nos sistemas de ensaio de ER TA transfetados de modo estdvel (apéndice 1).

3. Devem ler-se as seccdes INTRODUCAO GERAL» e <COMPONENTES DO ENSAIO DE ER TA» antes de utilizar este
ensaio para fins normativos. As defini¢des e abreviaturas utilizadas no presente método de ensaio sdo descritas no
apéndice 2.1.

PRINCIPIO DO ENSAIO (VER TAMBEM INTRODUCAO GERAL)

4. O presente ensaio é utilizado para fixar um sinal no recetor de estrogénio com um ligando. Apés a ligacio do
ligando, o complexo recetor-ligando transloca-se para o nicleo, onde se fixa a elementos de resposta de ADN
especificos e transativa um gene repérter da luciferase do pirilampo que provoca um aumento da expressdo celular
da enzima luciferase. A luciferina é um substrato que é transformado pela enzima luciferase num produto biolumi-
nescente mensurdvel quantitativamente com um luminémetro. A atividade da luciferase pode ser avaliada de forma
rdpida e pouco onerosa, com vdrios conjuntos de ensaio existentes no mercado.

5. O sistema de ensaio utiliza a linha celular hERa-HeLa-9 903, que é derivada de um tumor do colo do ttero humano,
com dois elementos estavelmente inseridos: (i) o elemento de expressio hERas (que codifica o recetor humano) e (i)
um elemento do repérter da luciferase pirilampo com cinco repeti¢des de um elemento de vitelogenina responsivo ao
estrogénio (ERE), conduzidos por um elemento TATA promotor de metalotioneina (MT) do rato. Foi demonstrado
que o constituinte TATA MT do gene do rato tem o melhor desempenho, pelo que é frequentemente utilizado. Por
conseguinte, esta linha celular hERIa-HeLa-9 903 pode medir a capacidade de um produto quimico em estudo de
induzir a transativagdo da expressdo do gene da luciferase mediada pelo hERa.

6. No caso do ensaio do agonista do ER, a interpretacio dos dados baseia-se no facto de o nivel mdximo de resposta
induzido por um produto quimico em estudo ser ou ndo igual ou superior a uma resposta agonista igual a 10 % da
resposta induzida por uma concentragio indutora maximizada (1 nM) do agente de controlo positivo (PC) 17p-
-estradiol (E2) (ou seja, o PCyp). No caso do ensaio de antagonistas do ER, a interpretacio dos dados baseia-se no
facto de a resposta revelar, ou ndo, uma redugio de pelo menos 30 % da atividade da resposta induzida pelo pico do
controlo (25 pM de E2) sem citotoxicidade. A andlise e a interpretacio dos dados sdo abordadas em pormenor nos
pontos 34 a 48.
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PROCEDIMENTO
Linhas celulares

7. Para o ensaio, deve utilizar-se a linha celular HeLa-9 903 transfetada de modo estdvel. A linha celular pode ser obtida
na Japanese Collection of Research Bioresources (JCRB) Cell Bank ('), mediante a assinatura de um acordo de
transferéncia de material (MTA).

8. S6 devem ser utilizadas nos ensaios células caracterizadas como isentas de micoplasmas. O RT-PCR (reacdo em cadeia
da polimerase em tempo real) é o método ideal para uma detecio sensivel de infe¢do por micoplasmas (4) (5) (6).

Estabilidade da linha celular

9. Para monitorizar a estabilidade da linha celular, devem utilizar-se E2, 17a-estradiol, 17a-metiltestosterona e corti-
costerona como padrdes de referéncia para ensaios de agonista, devendo ser medida uma curva completa de respostas
a concentragio da gama concentragdes de ensaio constantes do quadro 1, pelo menos, uma vez sempre que o ensaio
for realizado, devendo os resultados estar de acordo com os apresentados no quadro 1.

10. No caso do ensaio antagonista, devem ser medidas em paralelo, em cada série de ensaios, as curvas de concentragio
completas para dois padrdes de referéncia — taxifeno e flutamida. A classificagdo qualitativa correta como positiva ou
negativa para os dois produtos quimicos deve ser monitorizada.

Cultura celular e condicbes de incubacio em placas

11. As células devem ser mantidas em meio minimo essencial de Eagle (EMEM) sem vermelho de fenol, complementado
com 60 mg/l do antibidtico canamicina e 10 % de soro fetal bovino tratado com carvio revestido de dextrano (DCC-
-SFB), numa incubadora de CO, (5% CO,) a 371 °C. Quando atingem uma confluéncia de 75-90 %, as células
podem ser subcultivadas em 10 ml de 0,4 x 10°> — 1 x 10° células/ml para recipientes de cultura de 100 mm. As
células devem ser suspensas com 10 % de SFB-EMEM (que é o mesmo que EMEM com DCC-FBS) e, em seguida,
colocadas em pogos de uma microplaca a uma densidade de 1 x 10 células/(100 pl x poco). Em seguida, as células
devem ser pré-incubadas numa incubadora com 5% de CO, a 371 °C durante 3 horas antes da exposi¢do ao
produto quimico. Os artigos de pldstico ndo devem ter atividade estrogénica.

12. Para manter a integridade da resposta, as células devem ser cultivadas por mais do que uma passagem da cultura
congelada nos meios condicionados e ndo devem ser cultivadas por mais de 40 passagens. No caso da linha celular
hERa-HeLa-9 903, este periodo deve ser inferior a trés meses. Contudo, o desempenho das células pode ser reduzido
se forem cultivadas em condigdes de cultura inadequadas.

13. O DCC-FBS pode ser preparado como descrito no apéndice 2.2, ou obtido no comércio.

Critérios de aceitabilidade
Padrdes de referéncia positivos e negativos para o ensaio de agonistas do ER

14. Antes e durante o estudo, deve verificar-se a capacidade de resposta do sistema de ensaio utilizando as concentragdes
adequadas de um estrogénio forte (E2), um estrogénio fraco (17a-estradiol), um agonista muito fraco (17a-metiltes-
tosterona) e uma substincia negativa (corticosterona). Os valores de gama aceitdveis derivados do estudo de validagio
(1) sdo indicados no quadro 1. Estes 4 padrdes de referéncia concomitantes devem ser incluidos em todas as
experiéncias e os resultados devem situar-se dentro dos limites admissiveis. Se tal ndo for o caso, deve averiguar-
-se a causa da impossibilidade de cumprir os critérios de aceitabilidade (por exemplo, manipulagio das células, soro e
antibi6ticos para a qualidade e concentragio) e o ensaio deve ser repetido. Uma vez cumpridos os critérios de
aceitabilidade, é

(") JCRB Cell Bank: National Institute of Biomedical Innovation, 7-6-8 Asagi Saito, Ibaraki-shi, Osaka 567-0085, Japan.
Fax: +81-72-641-9812



L 247/186

Jornal Oficial da Unido Europeia

15.

essencial uma utilizagdo consistente dos materiais de cultura celular para assegurar a variabilidade minima dos valores
de ECsq, PCsq and PC;,. Os quatro padrdes de referéncia concorrentes, que devem ser incluidos em cada ensaio
(realizado nas mesmas condi¢des, incluindo os materiais, o nivel de passagem das células e os técnicos), podem
garantir a sensibilidade do ensaio, na medida em que os PC;, dos trés padrdes de referéncia positivos devem situar-se
dentro da gama aceitdvel, tal como os PCs, e EC5,, quando puderem ser calculados (ver quadro 1).

Quadro 1

Gama de valores aceitiveis dos quatro padrdes de referéncia para o ensaio de ER agonista

Nome log(PC5) log(PC;) log(EC5) Cugﬁl de Gama de ensaio
17B-Estradiol (E2) N.° CAS:| -11,4~-10,1 <11 -11,3~10,1 | 0,7~1,5 10°14~10*M
50-28-2
17a-Estradiol N.2 CAS: 57-91-0 |  -9,6~-8,1 -10,7~-9,3 -9,6~-8,4 0,9~2,0 1012~10"°M
Corticosterona N.© CAS: 50-22-6 — — — — 1019~10"*M
17a-Metiltestosterona N.° CAS: | -6,0~-5,1 -8,0~-6,2 — — 1011~10°M
58-18-4

Padrdo de referéncia positivo e negativo para o ensaio de antagonistas do ER

Antes e durante o estudo, deve verificar-se a capacidade de resposta do sistema de ensaio utilizando as concentragdes
adequadas de uma substdncia positiva (tamoxifeno) e de uma substincia negativa (flutamida). Os valores de gama
aceitaveis derivados do estudo de validagdo (1) sdo indicados no quadro 2. Estes dois padrdes de referéncia concor-
rentes devem ser tidos em conta em todas as experiéncias, devendo os resultados ser considerados corretos, conforme
indicado nos critérios. Se tal ndo for o caso, hi que determinar a causa do incumprimento dos critérios (por
exemplo, manipulagio de células, soro e antibiéticos para a qualidade e a concentragdo) e o ensaio deve ser repetido.
Além disso, devem calcular-se os valores ICs, para uma substincia positiva (tamoxifeno), devendo os resultados
situar-se dentro dos limites aceitdveis indicados. Quando os critérios de aceitabilidade tiverem sido alcangados, €
essencial a utilizagdo coerente dos materiais de cultura de células para assegurar a variabilidade minima dos valores
IC5. Os dois padrdes de referéncia concorrentes, que devem ser utilizados em cada experiéncia (realizadas nas
mesmas condi¢Bes, incluindo os materiais, o nivel de passagem das células e os técnicos), podem garantir a
sensibilidade do ensaio (ver quadro 2).

Quadro 2

Critérios e gama de valores aceitdveis dos dois padrdes de referéncia para o ensaio de antagonistas do ER

Nome Critérios log ( ICsg) Gama de ensaio

Tamoxifeno N.° CAS: 10 540-29-1 | Positivos: O ICs, deve ser calculado | -5,942~-7,596 10-10~10-5M

Flutamida N.° CAS: 13 311-84-7 | Negativos: O IC;, ndo deve ser cal- — 10-10~10-5M
culado

26.9.2019
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Controlos positivos e controlo do veiculo

16. O controlo positivo (PC) do ensaio de agonistas do ER (1 nM de E2) e do ensaio de antagonistas do ER (10 pM TAM)
deve ser efetuado, pelo menos, em triplicado em cada placa. O veiculo utilizado para dissolver um produto quimico
em estudo deve ser ensaiado como controlo do veiculo (VC), pelo menos, em triplicado em cada placa. Além deste
CV, se o PC utilizar um veiculo diferente do produto quimico em estudo, deve ensaiar-se outro CV, pelo menos em
triplicado, na mesma placa com o PC.

Critérios de qualidade para o ensaio de agonistas do ER

17. A atividade da luciferase do controlo positivo (1 nM E2) deve ser pelo menos 4 vezes superior & do CV médio em
cada placa. Este critério baseia-se na fiabilidade dos valores dos pardmetros do estudo de validagio (historicamente
um fator entre 4 e 30).

18. Em relagdo ao controlo de qualidade do ensaio, o fator de indugdo correspondente ao valor PC;, do PC simultaneo
(1 nM E2 deve ser superior a 1+2DP do valor do fator de indugdo (=1) do VC simultineo. Para efeitos de defini¢do
de prioridades, o valor PC;, pode ser util para simplificar a andlise de dados necessdria comparativamente a uma
andlise estatistica. Embora uma andlise estatistica forneca informagdes sobre a significincia, essa andlise ndo é um
pardmetro quantitativo no que diz respeito ao potencial com base na concentragio, pelo que é menos ttil para
efeitos de defini¢do de prioridades.

Critérios de qualidade para o ensaio de antagonistas do ER

19. A atividade média da luciferase no pico do controlo (25 pM E2) deve ser pelo menos 4 vezes superior a atividade
média do CV em todas as placas. Este critério é estabelecido com base na fiabilidade dos valores dos pardmetros do
estudo de validagdo.

20. Em relagdo ao controlo de qualidade do ensaio, a ativagio transcricional relativa (RTA) de 1 nM E2 deve ser superior
a 100 %, a RTA de 1pM 4-hidroxitamoxifeno (OHT) deve ser inferior a 40,6 % e¢ a RTA de 100 uM de digitonina
(Dig) deve ser inferior a 0 %.

Demonstragdo da competéncia técnica do laboratério (ver os pontos 14 e os quadros 3 e 4 em «COMPONENTES DO
ENSAIO DE ER TA» do presente método de ensaio).

Veiculo

21. Deve utilizar-se como VC, ensaiado em paralelo, dimetilsulf6xido (DMSO) ou um solvente adequado, na concen-
tragdo utilizada para os diferentes controlos positivos e negativos, bem como os produtos quimicos em estudo. Estes
devem ser dissolvidos num solvente que os dissolva e seja miscivel no meio celular. A dgua, o etanol (95% a
100 %de pureza) e o DMSO sdo veiculos adequados. Caso se utilize DMSO, o seu teor ndo deve exceder 0,1 % (v/v).
Para qualquer veiculo, deve demonstrar-se que o volume méximo utilizado nido é citotéxico e ndo interfere com o
desempenho do ensaio.

Preparagio dos produtos quimicos em estudo

22. Em geral, os produtos quimicos em estudo devem ser dissolvidos em DMSO ou noutro solvente adequado e diluidos
sequencialmente com o mesmo solvente, a razdo de 1:10, a fim de preparar solugdes para diluicio no meio.

Solubilidade e citotoxicidade: Consideracdes para a determinagio da gama de dosagem

23. Deve ser efetuado um ensaio preliminar para determinar a gama de concentra¢des adequada do produto quimico em
estudo e se este pode apresentar problemas de solubilidade ou citotoxicidade. Inicialmente, os produtos quimicos sio
ensaiados até a concentragio méxima de 1 pg/ml, 1 mg/ml ou 1 mM, consoante a que for mais baixa. Com base no
grau de citotoxicidade ou na falta de solubilidade observados no ensaio preliminar, a primeira série de ensaios
definitiva deve utilizar o produto quimico em algoritmos sequenciais de dilui¢des a partir da concentragio mdxima
aceitdvel (por exemplo, 1 mM, 100 uM, 10 pM, etc.), observando a presenca de turbidez, precipitado ou citotoxi-
cidade. As concentragdes da segunda e, se necessirio, terceira séries de ensaios devem ser ajustadas conforme
adequado para melhor caracterizar a curva de respostas a concentragio e evitar concentra¢des que se verifique serem
insoltveis ou produzam citotoxicidade excessiva.
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24. No caso dos agonistas e antagonistas do ER, a presenca de niveis crescentes de citotoxicidade pode alterar signifi-

25.

26.

cativamente ou eliminar a resposta sigmoidal caracteristica e deve ser tida em conta na interpretacio dos dados.
Devem utilizar-se métodos de ensaio de citotoxicidade que possam fornecer informagdes sobre a viabilidade de 80 %
das células, com recurso a um ensaio adequado baseado na experiéncia adquirida no laboratério.

Caso os resultados do ensaio de citotoxicidade revelem que a concentragdo do produto quimico em estudo reduziu o
nimero de células em 20 % ou mais, esta concentracio deve ser considerada citotéxica e devem excluir-se da
avaliacdo as concentragdes iguais ou superiores a de concentragdo citotdxica.

Exposicio ao produto quimico e organizacio das placas do ensaio

O procedimento relativo as dilui¢des do produto quimico (etapas 1 e 2) e a exposi¢do a células (etapa ) é o seguinte:

Etapa 1: Cada produto quimico deve ser diluido sequencialmente em DMSO, ou num solvente apropriado, e
adicionado aos pocos de uma placa de microtitulagio para atingir as concentragdes sequenciais finais determinadas
pelo ensaio preliminar de determinagio das gamas de dosagem [geralmente, numa série de, por exemplo, 1 mM,
100 uM, 10 pM, 1 uM, 100 nM, 10 nM, 1 nM, 100 pM e 10 pM (107-10"!' M)] para ensaio em triplicado.

Etapa 2: diluicio do produto quimico: Em primeiro lugar, diluir 1,5 pl do produto quimico em estudo no solvente
até um volume de 500 pl no meio.

Etapa 3: exposi¢do das células ao produto quimico: Adicionar 50 pl da diluicio com o meio (preparada na etapa 2) a
um pogo que contenha 10* células/100 pl/pogo.

O volume final recomendado de meio para cada pogo é de 150 pl. As amostras para ensaio e os padrdes de
referéncia podem ser afetados como indicado no quadro 3 e no quadro 4.

Quadro 3

Exemplo da atribuicio de concentracio por placa dos padrdes de referéncia na placa de ensaio no ensaio de
agonistas do ER

Linha 17a-metiltestosterona Corticosterona 17a-estradiol E2
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A Conc. 1] - - | 100 pM - - 1M | — - 10 nM - -
(10 pM)

B Conc. 2 - - | 10 pM - - 100 - - 1 nM - -
(1 pM) nM

C Conc. 3| - - |1 mM - - (10nM | —» - 100 pM - -
(100 nM)

D Conc. 4| - - | 100 nM - - 1M | - - 10 pM - -
(10 nM)

E Conc. 5 - - |10 nM - - 100 | - - 1 pM - -

F Conc. 6| — - | 1nM - - | 10pM | — - 0,1 pM - -
(100 pM)

G Conc. 70 - - | 100 pM - - 1pM | - - 0,01 pM - -
(10 pM)

H \Y@ - - — — - PC - - — — —

VC: Controlo do veiculo (0,1 % DMSO), PC: Controlo positivo (1 nM E2)
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27. Os padrdes de referéncia (E2, (E2, 17a-estradiol, 17a-metiltestosterona devem ser ensaiados em todas as séries de
ensaios (quadro 3). Apenas os pogos do PC tratados com 1 nM de E2 que podem produzir a indugdo méxima de E2
e os pogos de VC tratados com DMSO (ou solvente apropriado) devem ser incluidos em todas as placas de ensaio
(quadro 4). Se forem utilizadas células de diferentes origens (p. ex. nimeros de passagem diferentes, lotes diferentes,
etc.) na mesma experiéncia, os padrdes de referéncia devem ser ensaiados para cada origem de células.

Quadro 4

Exemplo de atribuicio de concentracdes a placas de ensaio e placas dos produtos quimicos em estudo e de
controlo das placas no ensaio de agonistas do ER

Produto quimico em estudo 1 Produto qul’m;co em estudo| Produto g?é?i;o M €S produto quimico em estudo 4

Linha
1 2 3 14 5 6 7 8 10 11 12

A Conc. 1 - - |1mM - - 1uM | —» 10 nM - -
(10 M)

B Conc. 2 - - | 100 pM | — - 100 | - 1 nM - -
(1 M) nM

C Conc. 3] - - |10 yM - - | 10nM | — 100 pM - -
(100 nM)

D Conc. 4 - - | 1mM - - 1noM | - 10 pM - -
(10 nM)

E Conc. 5 - - | 100 nM | — - 100 | - 1 pM - -
(1 nM) pM

F Conc. 6| — - | 10 nM - - | 10pM | - 0,1 pM - -
(100 pM)

G Cconc. 70 - - |1 nM - - 1pM | —» 0,01 pM - -
(10 pM)

H VC - - - - - PC — - - -

VC: Controlo do veiculo (0,1 % DMSO), PC: Controlo positivo (1 nM E2)

Quadro 5

Exemplo de atribuicio das concentragdes por placa dos padrdes de referéncia na placa de ensaio no ensaio

de antagonistas do ER

Linha

Tamoxifeno

Flutamida Produto quimico em

estudo 1

Produto quimico em estudo 2

- %%%W/ﬁ%%%
7

/%/%%

.
.

)

4//%%%

%/%%/%%/%

VC: Controlo do veiculo (0,1 % DMSO), PC: Controlo positivo (1 nM E2), OHT: 4-hidroxitamoxifeno, Dig: digitonina.

% = enriquecida com 25pM E2
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28. Para avaliar a atividade antagonista dos produtos quimicos, os pogos de ensaio situados nas linhas A a G devem ser
enriquecidos com 25pM E2. Os padrdes de referéncia (tamoxifeno e flutamida) devem ser ensaiados em todas as
séries de ensaios. Os pocos de PC tratados com 1 nM de E2 que podem ser utilizados para o controlo da qualidade
da linha celular hERa-HeLa-9 903, os pogos VC tratados com DMSO (ou com um solvente adequado), os pocos de
0,1 % de DMSO, tratados com adi¢do de DMSO ao E2 enriquecido correspondente ao pico no controlo, os pogos
tratados com a concentracdo final 1 pM OHT e os pocos tratados com 100 uM Dig devem ser incluidos em todas as
placas de ensaio (quadro 5). A placa de ensaio subsequente deve ter a mesma configuracdo, sem pogos de padrdes de
referéncia (quadro 6). Se forem utilizadas células de diferentes origens (p. ex,. nimeros de passagem diferentes, lotes
diferentes, etc.) na mesma experiéncia, os padrdes de referéncia devem ser ensaiados para cada origem de células.

Quadro 6

Exemplo de atribuicio de concentracdes de placas ao produto quimico em estudo e de controlo na placa do
ensaio de antagonistas do ER

//J //////// % //////// //V /‘//'// //
////// /// /// ////// // //////// /
VC: Controlo do veiculo (0,1 % DMSO), PC: Controlo positivo (1 nM E2), OHT: 4-hidroxitamoxifeno, Dig: digitonina.

i

: Enriquecido com 25 pM
E2

29. A auséncia de efeitos de borda deve ser confirmada, conforme adequado; se houver suspeitas desses efeitos, a
configuracdo das placas deve ser alterada para evitd-los. Pode utilizar-se, por exemplo, uma configuragio que exclua
os pogos de borda.

30. Apos a adigdo dos produtos quimicos, as placas de ensaio devem ser incubadas numa incubadora com 5 % de CO,, a
37 °C 1 °C, durante 20 a 24 horas, para induzir os produtos génicos reporteres.

31. Os compostos altamente voldteis requerem consideragdes especificas. Nesses casos, os pogos de controlo préximos
podem gerar falsos positivos, o que deve ser apreciado a luz dos valores esperados e dos valores de controlo
histéricos. Nos poucos casos em que a volatilidade seja preocupante, a utilizagdo de «selantes de placas» pode
contribuir para isolar eficazmente os pogos individuais durante os ensaios, sendo, por conseguinte, recomendada.

32. A repeti¢do dos ensaios definitivos para o mesmo produto quimico deve ser feita em dias diferentes, a fim de garantir
a sua independéncia.

Ensaio da luciferase

33. Pode utilizar-se um reagente comercial de ensaio da luciferase [p. ex., Steady-Glo® Luciferase Assay System (Promega,
E2510, ou equivalente)], desde que sejam respeitados os critérios de aceitacio. Os reagentes do ensaio devem ser
escolhidos com base na sensibilidade do luminémetro a utilizar. Caso se recorra ao sistema de ensaio padrio da
luciferase — Cell Culture Lysis Reagent (p.e., Promega, E1531 ou equivalente) —, este deve ser utilizado antes da adi¢do
do substrato. O reagente de luciferase deve ser aplicado de acordo com as instrugdes do fabricante.
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ANALISE DOS DADOS
Ensaio de agonistas do ER

34. No caso do ensaio de agonistas do ER, para obter a atividade transcricional relativa para o PC (1 nM de E2), os sinais
de luminescéncia da mesma placa podem ser analisados de acordo com os seguintes passos (também sdo aceitdveis
outros processos matemadticos equivalentes):

Etapa 1: Calcular o valor médio para o VC.

Etapa 2: Subtrair o valor médio do VC de todos os pogos, para normalizar os dados.

Etapa 3: Calcular a média para o PC normalizado.

Etapa 4: Dividir o valor normalizado de cada pogo da placa pelo valor médio do PC normalizado (PC = 100 %).

O valor final de cada poco corresponde a atividade transcricional relativa desse poco em comparagdo com a resposta
do PC.

Etapa 5: Calcular o valor médio da atividade transcricional relativa para cada grupo de concentragio do produto
quimico em estudo. A resposta tem duas vertentes: a média da atividade transcricional (resposta) e a concentragio a
que ocorre a resposta (ver seccdo seguinte).

Consideragdes sobre a inducio de EC;y, PCsy € PCy

35. E necessdria uma curva completa concentracdes-resposta para o cdlculo do EC5, mas isso pode nem sempre ser
possivel ou praticavel devido as limitacdes da gama de concentra¢des do ensaio — por exemplo, devido a problemas
de citotoxicidade ou de solubilidade. No entanto, como o ECs, e o nivel mdximo de indugio (correspondente ao
valor mais elevado da equagio de Hill) sdo pardmetros informativos, estes parametros devem ser comunicados
sempre que possivel. Para o cdlculo do ECs5, e do nivel mdximo de inducdo, deve utilizar-se software estatistico
adequado (por exemplo, o software Graphpad Prism). Se a equacdo logistica de Hill for aplicivel aos dados das
respostas as concentragdes, o ECs, deverd ser calculado com recurso a seguinte equagdo (7):

3
1]

Inferior + (Superior-Inferior) [ {1+10 [exp (log(EC50)-X) x curva de Hill]}, em que:

>
™

¢ 0 logaritmo da concentracio;

Y € a resposta e 0 Y comega na «inferior» e vai até a superior numa curva sigmoide. A inferior é fixada em zero na
equacdo logistica de Hill.

36. Para cada produto quimico em estudo, devem apresentar-se:

O RPC,,, que corresponde ao nivel maximo de resposta induzido pelo produto quimico em estudo, expresso em
percentagem da resposta induzida por 1 nM E2 na mesma placa, bem como o PC,4, (concentragio associada ao
RPC

méx); €
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No caso de produtos quimicos positivos, as concentra¢des que induzem o PCyg e, se for caso disso, o PCsy.

37. O valor PCx pode ser calculado através da interpolagdo entre 2 pontos na coordenada X-Y, um imediatamente acima
e um imediatamente abaixo de um valor PCx. Se os pontos de dados situados imediatamente acima e abaixo do valor
PCx tiverem as coordenadas (a, b) e (c, d), respetivamente, o valor PCx pode ser calculado pela seguinte equagio:

log[PCx] = log[c]+(x-d)/(d-D).

38. As descricdes dos valores dos PC constam da figura 1.

Figura 1

Exemplo de como calcular valores do PC. O PC (1 nM de E2) é incluido em todas as placas de ensaio

1nME2

= = = 100 %
Fator de indugio de PC (1 nM P ==
i
-] ,.'"‘%
- g 3k
g3
fator de inducio correspondente a PC10 o = il B b
média (=1) + 25D de fator de inducio de VC =TI o g (5 oy 5
media (=1) do fator de indu¢io de VC 0 rr- ﬂ
lﬂpﬂimﬂllﬁhﬁim M Lk 10gM Contralo Controlo
da posithvo
wescyaln
PC10 PCSO

Ensaio de antagonistas do ER

39. No caso do ensaio de antagonistas do ER, para obter a atividade transcricional relativa (RTA) do pico do controlo
(25 pM de E2), os sinais de luminescéncia da mesma placa podem ser analisados de acordo com as seguintes etapas
(também sdo aceitdveis outros processos matemdticos equivalentes):

Etapa 1: Calcular o valor médio para o VC.

Etapa 2: Subtrair o valor médio do VC de todos os pocos, para normalizar os dados. Etapa 3: Calcular a média dos
picos de controlo normalizados.

Etapa 4: Dividir o valor normalizado de cada pogo da placa pelo valor médio do pico do controlo normalizado (pico
de controlo = 100 %).

O valor final de cada poco corresponde a atividade transcricional relativa desse pogo em comparagdo com a resposta
do pico de controlo.

Etapa 5: Calcular o valor médio da atividade transcricional relativa para cada tratamento.

Consideragdes de indugio de IC;, e IC;,

40. No caso de produtos quimicos positivos, devem indicar-se as concentragdes que induzem o IC; ¢, se for caso disso,
o ICs,,.
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41. O valor ICx pode ser calculado através da interpolagdo entre 2 pontos na coordenada X-Y, um imediatamente acima
e um imediatamente abaixo de um valor ICx. Se os pontos situados imediatamente acima e abaixo do valor ICx
tiverem as coordenadas (c, d) e (a, b), respetivamente, o valor ICx pode ser calculado pela seguinte equacio:

lin ICx = a-[b-(100-x)] (a-c) [(b-d)

Figura 2
Exemplo de como calcular valores IC. O pico de controlo (25 pM de E2) estd incluido em todas as placas de
ensaio
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RTA: atividade transcricional relativa

42. Os resultados devem basear-se em duas (ou trés) séries de ensaios independentes. Se duas séries derem resultados
compraveis e, por conseguinte, reprodutiveis, ndo é necessirio realizar uma terceira série de ensaios. Para serem
aceitdveis, os resultados devem:

— Cumprir os critérios de aceitabilidade (ver critérios de aceitabilidade, pontos 14-20),
— Ser reprodutiveis.

Critérios de interpretacio dos dados

Quadro 7

Critérios de decisio positiva e negativa no ensaio de agonistas do ER

Positiva Se o RPC, 4, obtido for igual ou superior a 10 % da resposta do
controlo positivo em, pelo menos, duas de duas ou duas de trés
séries de ensaios.

Negativa Se a RPC,, 4, ndo atingir, pelo menos, 10 % da resposta do controlo
positivo em duas de duas ou duas de trés séries de ensaios.
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Quadro 8

Critérios de decisdo positiva e negativa no ensaio de antagonistas do ER

Positiva Se 0 IC; for calculado em, pelo menos, duas de duas ou duas de trés séries de
ensaios.

Negativa Se o IC3, ndo pode ser calculado em duas de duas ou duas de trés séries de
ensaios.

43, Os critérios de interpretagdo dos dados constam dos quadros 7 e 8. Os resultados positivos serdo caracterizados pela
magnitude do efeito e pela concentragio a que o efeito ocorre. Se os resultados forem expressos como uma
concentragdo a qual se obtém os valores de 50 % (PCsq) ou 10 % (PCyo) de PC, para o ensaio de agonistas, e
50 % (ICs5p) ou 30 % (IC;p) dos valores de inibi¢do do pico de controlo, para o ensaio de antagonistas, estdo
cumpridos ambos os objetivos. No entanto, um produto quimico em estudo é considerado positivo se a resposta
méxima induzida pelo produto quimico em estudo (RPC,,4,) for igual ou superior a 10 % da resposta do PC em, pelo
menos, duas de duas ou duas de trés séries de ensaios, sendo considerado negativo se a RCP, 4, ndo corresponder a,
pelo menos, 10 % da resposta do controlo positivo em duas de duas ou duas de trés séries de ensaios.

44. Os célculos de PCy, PCsy e PC, 4, no ensaio de agonistas do ER e de IC;, e IC5, no ensaio de antagonistas do ER
podem ser efetuados com recurso a uma folha de célculo disponibilizada com a Test Guideline no sitio Web publico
da OCDE (3.

45. Essa folha de cdlculo deve ser suficiente para obter os valores de PC;, ou PC50 e de IC3, ou ICs, pelo menos duas
vezes. Porém, se os dados de base resultantes para o mesmo intervalo de concentragdo mostrarem variabilidade com
um coeficiente de variagdo (CV %) — inaceitavelmente elevado —, os dados ndo podem considerar-se fidveis e importa
identificar a origem da elevada variabilidade. O CV dos triplicados dos dados brutos (ou seja, os dados relativos a
intensidade de luminescéncia) dos pontos utilizados para o cilculo do PCy, deve ser inferior a 20 %.

46. O cumprimento dos critérios de aceitabilidade indica que o sistema de ensaio estd a funcionar corretamente, mas nio
assegura que uma determinada operagdo produza dados exatos. A duplicagio dos resultados da primeira série de
ensajos é a melhor garantia de que foram produzidos dados exatos.

47. No caso do ensaio de agonistas do ER, em que sdo necessdrias mais informagdes para além dos fins de monitorizagdo
e priorizagio da presente Test Guideline para produtos quimicos positivos, especialmente para produtos quimicos
PC,-PC,9, bem como para produtos quimicos suspeitos de estimular excessivamente a luciferase, pode confirmar-se
que a atividade da luciferase observada é unicamente uma resposta especifica do antagonista do ERa, utilizando um
antagonista do ERa (ver apéndice 2.1).

RELATORIO DO ENSAIO
48. Ver ponto 20 dos «COMPONENTES DO ENSAIO ER TA».
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Apéndice 2.1
FALSOS POSITIVOS: AVALIACAO DE SINAIS DE LUMINESCENCIA NAO MEDIADOS PELO RECETOR

1. No ensaio de agonistas do ER, podem ser gerados falsos positivos pela ativagdo do gene da luciferase ndo mediada
pelo ER, pela ativagdo direta do produto génico ou por fluorescéncia independente. Esses efeitos sio indicados por
uma curva incompleta ou invulgar de respostas as dosagens. Se tais efeitos forem suspeitos, deve examinar-se o efeito
na resposta de um antagonista do ER [por exemplo, 2-hidroxitamoxifeno (OHT) numa concentra¢do ndo toxica]. O
antagonista ICI 1827 80 pode ndo ser adequado para este efeito, uma vez que uma concentragio suficiente de ICI
1827 80 pode diminuir o valor do VC, o que ird afetar a andlise dos dados.

2. Para assegurar a validade desta abordagem, é necessdrio ensaiar o seguinte na mesma placa:
— Atividade agonistica do produto quimico desconhecido, com [sem 10 uM de OHT
— VC (em triplicado)
— OHT (em triplicado)
— 1 nM de E2 (em triplicado) como PC agonista
— 1 nM de E2 + OHT (em triplicado)

Critérios de interpretacio dos dados

Nota: Todos os pogos devem ser tratados com a mesma concentragio do veiculo.

— Se a atividade agonistica do produto quimico desconhecido NAO for afetada pelo tratamento com o antagonista do
ER, este ¢ classificado como «negativo».

— Se a atividade agonistica do produto quimico desconhecido for completamente inibida, devem aplicar-se os critérios
de deciso.

— Se a atividade agonistica na menor concentracio for igual ou superior a resposta PC;, o produto quimico desco-
nhecido ¢ inibido de forma igual ou superior a resposta PC;,. Calcula-se a diferenca das respostas dos pocos nio
tratados e tratados com o antagonista do ER, devendo esta diferenga ser considerada a resposta verdadeira, utilizada
no cilculo dos pardmetros adequados para permitir uma decisio de classificagdo.

Andlise dos dados

Verificar a norma de desempenho.
Verificar o CV entre os pogos tratados nas mesmas condigdes.
1. Calcular a média do VC

2. Subtrair a média do VC de cada pogo ndo tratado com OHT
3. Calcular a média do OHT

4. Subtrair a média do VC de cada pogo tratado com OHT

5. Calcular a média do PC

6. Calcular a atividade transcricional relativa de todos os outros pocos em relagdo ao PC.
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Apéndice 2.2
PREPARACAO DE SORO TRATADO COM CARVAO REVESTIDO DE DEXTRANO (DCC)

1. O tratamento do soro com carvio revestido de dextrano (DCC) é um método geral para a remogdo de compostos
estrogénicos do soro que ¢é adicionado ao meio celular, a fim de excluir a resposta distorcida associada aos
estrogénios residuais no soro. Podem ser tratados com este procedimento 500 ml de soro fetal bovino (FBS).

Componentes

2. Sdo necessarios os seguintes materiais e equipamentos:

Materiais

Carvdo ativado

Dextrano

Cloreto de magnésio hexa-hidratado (MgCl, 6H,0)
Sacarose

1 M de solucdo-tampdo HEPES (pH 7,4)

Agua ultrapura produzida a partir de um sistema de filtros

Equipamento

Recipiente de vidro autoclavado (a dimensdo deve ser adaptada); centrifugadora geral de laboratério (que pode ser
regulada para uma temperatura de 4 °C)

Procedimento

3. O seguinte procedimento é ajustado para a utilizagdo de tubos de centrifugacio de 50 ml:

[Dia 1] Preparar uma suspensdo de carvdo revestido de dextrano com 1 1 de dgua ultrapura contendo 1,5 mM de
MgCl,, 0,25 M de sacarose, 2,5 g de carvdo, 0,25 g de dextrano e 5 mM de HEPES; agitd-la a 4 °C, de um dia para o
outro.

[Dia 2] Distribuir a suspensdo por tubos de centrifugagdo de 50 ml e centrifugar a 10 000 rpm, a 4 °C, durante
10 minutos. Remover o sobrenadante e armazenar metade do sedimento de carvdo a 4 °C para ser utilizado no dia
3. Suspender a outra metade do carvdo vegetal com FBS descongelado suavemente para evitar precipitagio e
inativado pelo calor a 56 °C durante 30 minutos e, em seguida, transferir para um recipiente de vidro autoclavado,
como um erlenmeyer. Agitar suavemente esta suspensdo a 4 °C de um dia para o outro.

[Dia 3] Distribuir a suspensio com o FBS por tubos de centrifugagio para centrifugacio a 10 000 rpm a 4 °C,
durante 10 minutos. Recolher o FBS e transferi-lo para os novos sedimentos de carvdo preparados e armazenados no
dia 2. Suspender os sedimentos de carvdo e agitar suavemente esta suspensio a 4 °C num recipiente de vidro
autoclavado, de um dia para o outro.

[Dia 4] Distribuir a suspensdo para centrifugacio a 10 000 rpm a 4 °C por 10 minutos e esterilizar o sobrenadante
por filtragdo através de um filtro estéril de 0,2 pm. O FBS tratado com DCC deve ser armazenado a —20 °C e pode
ser utilizado durante um ano.
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Apéndice 3

ENSAIO DE TRANSATIVACAO DO RECETOR DE ESTROGENIO VM7LUC PARA IDENTIFICAR OS AGONISTAS E OS
ANTAGONISTAS DO RECETOR DE ESTROGENIO

CONSIDERACOES INICIAIS E LIMITACOES (VER TAMBEM INTRODUCAO GERAL)

1. O presente ensaio utiliza a linha celular VM7Luc4E2 (!). Foi validado pelo National Toxicology Program Interagency
Center for the Evaluation of Alternative Toxicological Methods (ICVAM), e pelo Interagency Coordinating Committee
on the Validation of Alternative Methods (ICCVAM) (1). As linhas celulares VM7Luc expressam predominantemente
ERa e uma pequena quantidade de ERP enddgenos (2) (3) (4).

2. O presente ensaio € aplicdvel a uma vasta gama de substancias, desde que possam ser dissolvidas em dimetilsulféxido
(DMSO; N.° CAS 67-68-5), ndo reajam com o DMSO ou com o meio de cultura das células e ndo sejam citotoxicas
nas concentragdes ensaiadas. Se ndo for possivel utilizar o DMSO, pode utilizar-se outro veiculo, como o etanol ou a
dgua (ver ponto 12). O desempenho demonstrado pelo ensaio de (ant)agonistas VM7Luc ER TA sugere que os dados
gerados com este ensaio podem informar sobre os mecanismos de agdo mediados pelo ER e podem ser tidos em
conta para a priorizagdo de substincias para a realiza¢do de ensaios complementares.

3. O presente ensaio foi especificamente concebido para a dete¢do de TA mediada por hERa e hERE, por medicdo da
quimioluminescéncia como pardmetro final. A utilizagio de quimioluminescéncia em bioensaios é generalizada, em
virtude da relagdo sinal/origem elevada. No entanto, a atividade de luciferase do pirilampo em ensaios baseados em
células pode ser confundida por substancias que inibem a enzima luciferase, causando tanto inibicio aparente ou o
aumento da luminescéncia devido a estabilizacdo de proteinas. Além disso, em alguns ensaios de genes repérteres do
ER baseados na luciferase, foram comunicados sinais de luminescéncia ndo mediados por recetores em concentragdes
de fitoestrogénios superiores a 1 pM, devido a sobreativagdo do gene repérter da luciferase. Embora a curva dose-
-resposta indique que a ativacdo real do sistema ER ocorre a concentragdes inferiores, a expressdo da luciferase obtida
a concentragdes elevadas de fitoestrogénios ou de compostos semelhantes suspeitos de produzir uma sobreativagio
do gene repérter da luciferase idéntica a dos fitoestrogénios deve ser cuidadosamente examinada nos sistemas de
ensaio de ER TA transfetados de forma estavel.

4. Devem ler-se a INTRODUCAO GERAL» e os «<COMPONENTES DO ENSAIO ER TA» antes de utilizar o presente
ensaio para fins normativos. As defini¢des e abreviaturas utilizadas no presente método de ensaio constam do
apéndice 1.

PRINCIPIO DO ENSAIO (VER TAMBEM INTRODUCAO GERAL)

5. O presente ensaio ¢ utilizado para indicar uma ligacdo ao ER por ligando, seguida de uma translocagio do complexo
recetor-ligando ao nicleo. No nicleo, o complexo recetor-ligando fixa-se a elementos especificos de resposta do
ADN e transativa o gene resposta (luc), o que resulta na produgdo da luciferase e na subsequente emissdo de luz, que
pode ser quantificada com o auxilio de um luminémetro. A atividade da luciferase pode ser rapidamente avaliada, de
forma pouco onerosa, com uma série de conjuntos disponiveis no comércio. O VM7Luc ER TA utiliza uma linha
celular do adenocarcinoma da mama humano, VM7, respondendo ao ER, que foi transfetada estavelmente com um

(") Até junho de 2016, esta linha celular denominava-se linha celular BG1Luc. As células BG-1 foram originalmente descritas por
Geisinger et al. (1998) (12) e posteriormente caracterizadas por investigadores do National Institute of Environmental Health Sciences
(NIEHS) (13). Hé relativamente pouco tempo, verificou-se a existéncia de duas variantes das células BG-1 utilizadas pelos investiga-
dores, BG-1 Fr e BG-1 NIEHS. Uma andlise aprofundada, incluindo testes de ADN, destas duas linhas celulares BG-1, efetuada por Li
et al. (2014) (14), revelou que a BG-1 Fr era unica e que a BG-1 NIEHS — ou seja, a linha celular original utilizada para desenvolver o
ensaio — ndo era a linha celular BG1 do carcinoma ovéarico humano, mas sim uma variante da linha celular do cancro da mama
humano, MCF7. A linha celular utilizada no ensaio, originalmente conhecida como BG1Luc4E2 (15), passard agora a designar-se
VM7Luc4E2 («V» = variante; M7» = células MCF7). De igual modo, o ensaio passard a designar-se VM7Luc ER TA. Embora mude a
origem da linha celular em que se baseia o ensaio, tal ndo afeta os estudos de validacdo publicados nem a utilidade e aplicagdo do
ensaio para rastreio de produtos quimicos estrogénicos/antiestrogénicos.



26.9.2019 Jornal Oficial da Unido Europeia L 247/199

constituinte do repérter luc do pirilampo sob o controlo de quatro elementos de resposta estrogénicos localizados a
montante do promotor do virus do tumor mamadrio do rato (MMTV), para detetar substancias com atividade agonista
ou antagonista do ER in vitro. Este promotor de MMTV apresenta apenas uma fraca reatividade cruzada com outras
hormonas esteroides e ndo esteroides (8). Os critérios para a interpretagido dos dados sdo descritos em pormenor no
ponto 41. Rapidamente, ¢ identificada uma resposta positiva por uma curva concentragio-resposta com, pelo menos,
trés pontos com barras de erro ndo sobrepostas (tDP médio), bem como uma mudanca de amplitude (unidade
relativa de luz [RLU] normalizada) de, no minimo, 20 % do valor médximo para o padrdo de referéncia (17f-estradiol
[E2; N.° CAS 50-28-2] para o ensaio de agonista, raloxifeno HCI [Ral; N°® CAS 84449-90-1]/E2 para o ensaio de
antagonistas).

PROCEDIMENTO
Linha celular

6. Para o ensaio, deve utilizar-se a linha celular VM7Luc4E2 estavelmente transfetada. Na atualidade, esta linha celular
apenas estd disponivel mediante acordo de licenca técnica da Universidade da Califérnia, Davis, Califérnia, EUA (), e
da Xenobiotic Detection Systems Inc., Durham, North Carolina, EUA (3).

Estabilidade da linha celular

7. Para manter a estabilidade e a integridade da linha celular, as células devem ser cultivadas durante mais de uma
passagem a partir da cultura-mie congelada em meios de manutencdo de células (ver ponto 9). Estas ndo devem ser
cultivadas por mais de 30 passagens. Para a linha celular VM7Lu4E2, 30 passagens correspondem a cerca de trés
meses.

Cultura celular e condicdes de incubacio em placas

8. Devem ser seguidos os procedimentos especificados na Guidance on Good Cell Culture Practice [Orientagdes de boas
préticas de cultura celular] (5) (6), para garantir a qualidade de todos os materiais ¢ métodos, a fim de manter a
integridade, a validade e a reprodutibilidade dos trabalhos realizados.

9. As células VM7Luc4E2, sio mantidas num meio RPMI 1640 suplementado com 0,9 % de «pen-strep» e 8,0 % de soro
fetal bovino (FBS), numa incubadora de cultura de tecidos especifica, a 37 °C £1 °C, 90 % %5 % de humidade e 5,0 %
t1 % CO,/ar.

10. Quando atingirem uma confluéncia de cerca de 80 %, as células VM7Luc4E2 sdo subcultivadas e condicionadas
durante 48 horas num ambiente sem estrogénios, antes de serem colocadas em placas com 96 pogos para exposi¢do
aos produtos quimicos em estudo e para andlise da indugio dependente de estrogénios da atividade da luciferase. O
meio isento de estrogénios (EFM) contém meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) sem vermelho de fenol,
complementado com 4,5 % de FBS tratado com carvdo/dextrano, 1,9 % de L-glutamina e 0,9 % de «pen-strep». Todo
o material de pldstico deve ser isento de atividade estrogénica [ver protocolo pormenorizado (7)].

Critérios de aceitabilidade

11. A aceitagdo ou rejeicdo de um ensaio baseia-se na avaliagdo do padrdo de referéncia e dos resultados do controlo de
todas as experiéncias realizadas numa placa de 96 pocos. Cada padrio de referéncia é ensaiado em vérias concen-
tragdes, havendo vdrias amostras de cada concentragio de referéncia e de controlo. Os resultados sio comparados

(3 Michael S. Denison, Ph.D. Professor, Dept. of Environmental Toxicology, 4241 Meyer Hall, One Shields Ave, University of California,
Davis, CA 95616, enderego de correio eletronico: msdenison@ucdavis.edu, (530) 754-8649

(’) Xenobiotic Detection Systems Inc. 1601 East Geer Street, Suite S, Durham NC, 27704 USA, endereco de correio eletrénico:
info@dioxins.com, telefone: 919-688-4804, fax: 919-688-4404
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com os controlos de qualidade (QC) para os pardmetros derivados das bases de dados agonistas e antagonistas
histéricos geradas por cada laboratério durante a demonstragio de competéncia técnica. As bases de dados histéricos
sdo continuamente atualizadas com os padrdes de referéncia e os valores de controlo. A mudanga de equipamento
ou das condi¢des laboratoriais pode exigir a criagdio de bases de dados histdricos atualizadas.

Ensaio de agonistas

Ensaio de determinacdo da gama

* Inducdo: A indugdo nas placas deve ser medida dividindo o valor médio mais elevado da unidade de luz relativa
(RLU) — padrdo de referéncia E2 — pelo valor médio RLU do controlo com DMSO. Normalmente, é atingido um
nivel de indugdo cinco vezes superior, mas, para efeitos de aceitacdo, a indugdo deve ser superior ou igual a quatro
vezes.

¢ Resultados do controlo com DMSO: Os valores RLU de controlo do solvente devem ser 2,5 vezes superiores ao
desvio-padrdo do valor histérico do valor médio RLU do controlo do solvente histérico.

* Uma experiéncia que ndo cumpra um critério de aceitacio deve ser rejeitada e repetida.

Ensaio global

Inclui critérios de aceitabilidade do ensaio de determinacdo da gama dos agonistas e o seguinte:

* Resultados do padrio de referéncia: A curva E2 de concentragdo-resposta do padrdo de referéncia (curva concen-
tragio-resposta) deve ter uma forma sigmoidal e, no minimo, trés valores dentro da parte linear da curva
concentragio-resposta.

* Resultados do controlo positivo: Os valores RLU do controlo do metoxicloro devem ser superiores ao DMSO
médio mais trés vezes o desvio-padrio médio do DMSO.

* Uma experiéncia que ndo cumpra um critério de aceitagdo tinico deve ser rejeitada e repetida.

Ensaio de antagonistas

Ensaio de determinacdo da gama

* Redugdo: A redugdo na placa é medida dividindo a média do valor RLU do padrio de referéncia Ral/E2 mais
elevado pelo valor médio RLU de controlo com DMSO. Normalmente, ¢ atingido um nivel de reducio de fator
cinco, mas, para efeitos de aceitacdo, a redugio deve ser superior ou igual a um fator trés.

 Resultados do controlo E2: Os valores RLU do controlo E2 devem situar-se no intervalo de 2,5 vezes o desvio-
-padrdo do valor RLU histérico médio do controlo E2.

* Resultados do controlo com DMSO: Os valores RLU do controlo com DMSO devem situar-se no intervalo de 2,5
vezes o desvio-padrdo do valor RLU histérico médio do controlo do solvente.
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* Uma experiéncia que ndo cumpra um dado critério de aceitacdo serd rejeitada e repetida.

Ensaio global

Inclui os critérios de aceitacio do ensaio de determinagdo da gama dos antagonistas e o seguinte:

* Resultados do padrio de referéncia: A curva concentragio-resposta do padrdo de referéncia Ral/E2 (curva concen-
tragdo-resposta) deve ter uma forma sigmoidal e, no minimo, trés valores dentro da parte linear da curva
concentragio-resposta.

* Resultados do controlo positivo: Os valores RLU do controlo tamoxifeno/E2 devem ser inferiores ao controlo
médio E2 menos trés vezes o desvio-padrio do controlo médio E2.

* Uma experiéncia que ndo cumpra um qualquer critério de aceitacio serd rejeitada e repetida.

Padrdes de referéncia, controlos positivos e controlos de veiculo
Controlo do veiculo (ensaios de agonistas e antagonistas)

12. O veiculo utilizado para dissolver os produtos quimicos em estudo deve ser sujeito a ensaio de controlo. O veiculo
utilizado durante a validagdo do ensaio VM7Luc ER TA foi 1 % (v/v) de dimetilsulféxido (DMSO, N.° CAS 67-68-5)
(ver ponto 24). Se for utilizado um veiculo diferente do DMSO, todos os padrdes de referéncia, controlos e produtos
quimicos em estudo devem ser ensaiados no mesmo veiculo, se pertinente.

Padrio de referéncia (determinagdo de gama para agonistas)

13. O padrio de referéncia é o E2 (N.° CAS 50-28-2). Para os ensaios de determinacio de gama, o padrdo de referéncia é
constituido por uma diluicdo sequencial de quatro concentragdes de E2 (1,84 x 1019 459 x 10711, 1,15 x 101!
and 2,87 x 1012 M), sendo cada concentracio ensaiada em dois pogos.

Padrdo de referéncia (completo para agonistas)

14. O E2 para um ensaio completo resulta de uma diluicio em série de 1:2 constituida por 11 concentragdes
(de 3,67 x 107'% a 3,59 x 107!* M) de E2 em dois pogos.

Padrdo de referéncia (determinagio de gama para antagonistas)

15. O padrio de referéncia é uma combinagdo de Ral (N.° CAS 84449-90-1) e E2 (N.° CAS 50-28-2). O RALJE2 para a
realizagdo de ensaios de determinagio de gama resulta de uma diluicio em série de trés concentragdes de Ral
(3,06 x 107, 7.67 x 1071% ¢ 1,92 x 10'°M) mais uma concentracio fixa (9,18 x 101! M) de E2 em dois pogos.

Padrio de referéncia (completo para antagonistas)

16. O RAL[E2 de ensaio completo consiste numa diluigio em série de 1:2 de Ral (de 2,45x 10 a2 9,57 x 10°''M) mais
uma concentragio fixa (9,18 x 10! M) de Ral/E2 constituida por nove concentragdes de Ral/E2 em dois pogos.
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Controlo positivo fraco (agonistas)

17. O controlo positivo fraco é uma solugio 9,06 x 10 M p,p-metoxicloro (metoxicloro; N.° CAS 72-43-5) em EFM.

Controlo positivo fraco (antagonista)

18. O controlo positivo fraco é tamoxifeno (N.° CAS 10540-29-1) 3,36 x 10°M com 9,18 x 107'! M E2 em EFM.

Controlo E2 (ensaio para antagonistas)

19. O controlo E2 é 9,18 x 101! M E2 em EFM, sendo utilizado como controlo negativo de base.

Fator de indugdo (agonistas)

20. A inducio da atividade da luciferase do padrio de referéncia (E2) é medida dividindo o valor RLU médio mais
elevado do padrio de referéncia E2 pelo valor RLU do controlo com DMSO médio, devendo o resultado ter um fator
superior a quatro.

Fator de redugdo (antagonistas)

21. A atividade média da luciferase do padrio de referéncia (Ral/E2) é medida dividindo o valor RLU médio mais elevado
do padrio de referéncia Ral/E2 pelo valor médio do DMSO, devendo ser superior ao triplo.

Demonstra¢do de competéncia técnica do laboratério (ver ponto 14 e quadros 3 e 4 da sec¢do «COMPONENTES DO
ENSAIO ER TA» do presente método de ensaio)

Veiculo

22. Os produtos quimicos em estudo devem ser dissolvidos num solvente que os solubilize e ser misciveis com o meio
celular. A dgua, o etanol (95 % a 100 % de pureza) e 0 DMSO sio veiculos adequados. Caso seja utilizado DMSO, o
seu teor ndo deve exceder 1 % (v/v). Para qualquer veiculo, deve demonstrar-se que o volume mdximo utilizado ndo ¢
citotoxico e ndo interfere com a eficicia do ensaio. Os padrdes de referéncia e os controlos sdo dissolvidos em 100 %
de solvente e, em seguida, diluidos em concentragdes adequadas em EFM.

Preparagio dos produtos quimicos em estudo

23. Os produtos quimicos em estudo sdo dissolvidos em DMSO a 100 % (ou solvente adequado) e, em seguida, diluidos
em concentragdes adequadas. Antes de serem dissolvidos e diluidos, todos os produtos quimicos em estudo devem
estar a temperatura ambiente. As solu¢des do produto quimico em estudo devem ser preparadas de novo para cada
experiéncia. As soluc¢des ndo devem ter precipitados ou turbidez percetiveis. Os padrdes de referéncia e as culturas de
controlo podem preparar-se a granel; contudo, o padrio de referéncia, as dilui¢des de controlo e os produtos
quimicos em estudo finais devem ser preparados para cada experiéncia e utilizados nas 24 horas seguintes a
preparagdo.

Solubilidade e citotoxicidade: consideracdes para a determinagio da gama

24. O ensaio de determinacio da gama é composto por sete pontos — diluicdes em série de 1:10 realizadas em
duplicado. Inicialmente, os produtos quimicos sdo ensaiados até a concentragio méxima de 1 mg/ml (~1 mM),
para o ensaio de agonistas, e 20 pg/ml (~10 M), para o ensaio de antagonistas. As experiéncias de determina¢do da
gama sdo utilizadas para determinar o seguinte:

— Concentragdes iniciais do produto quimico em estudo a utilizar durante os ensaios completos

— Dilui¢des do produto quimico em estudo (1:2 ou 1:5) a utilizar durante os ensaios completos



26.9.2019 Jornal Oficial da Unido Europeia L 247/203

25. Os protocolos dos ensaios de agonistas e antagonistas (7) incluem uma avaliagio da viabilidade/citotoxicidade celular,
integrada nas determinagdes da gama e nos ensaios completos. O método de citotoxicidade que foi usado para avaliar
a viabilidade celular durante a validacio do VM7Luc ER TA (1) é um método qualitativo de observagio visual
graduado; no entanto, é possivel utilizar um método quantitativo para a determinagdo da citotoxicidade - ver
protocolo (7). Ndo podem utilizar-se dados de concentragdes de produtos quimicos em estudo que causem uma
reducdo da viabilidade superior a 20 %.

Exposicio ao produto quimico em estudo e organizacio das placas do ensaio

26. As células sdo contadas e colocadas em placas de cultura de tecidos de 96 pocos (2 x 10° células por pogo) em EFM
e incubadas durante 24 horas, para permitir que as células se fixem a placa. O EFM ¢é removido e substituido pelos
produtos quimicos em estudo e de referéncia em EFM, incubados durante 19-24 horas. E necessdrio prestar especial
atengdo as substincias altamente voldteis, porquanto os pogos de controlo mais proximos podem gerar resultados
falsos positivos. Nesses casos, a utilizagdo de «selantes de placas» permite isolar eficazmente os pocos individuais
durante os ensaios, sendo, por conseguinte, recomendada.

Ensaios de determinacdo da gama

27. O ensaio de determinagdo da gama utiliza todos os pogos da placa de 96 pocos para ensaiar até seis produtos
quimicos em estudo em sete diluicdes em série 1:10 em duplicado (ver figuras 1 e 2).

— O ensaio de determinagdo da gama para agonistas utiliza quatro concentragdes de E2 em duplicado como padrio
de referéncia e quatro pocos replicados para o controlo com DMSO.

— O ensaio de determinagio da gama para agonistas utiliza trés concentragdes de Ral/E2 com 9,18 x 107! M E2
em duplicado como padrio de referéncia, com trés pocos replicados para os controlos com E2 e DMSO.

Figura 1

Configuracio da placa de 96 pogos para o ensaio de determinacio da gama para agonistas

TCI-1 TCI1-1 TC2-1 TC2-1 TC3-1 TC3-1 TC4-1 TC4-1 TCS-1 TCS-1 TC6-1 TC6-1

TCI1-2 TC1-2 TC2-2 TC2-2 TC3-2 TC3-2 TC4-2 TC4-2 TCs-2 TCS-2 TC6-2 TCe6-2

TC1-3 TC1-3 TC2-3 TC2-3 TC3-3 TC3-3 TC4-3 TC4-3 TC5-3 TC5-3 TC6-3 TC6-3

TC1-4 TC1-4 TC2-4 TC2-4 TC3-4 TC3-4 TC4-4 TC4-4 TCS5-4 TC5-4 TCo6-4 TC6-4

TC1-5 TCl1-5 TC2-5 TC2-5 TC3-5 TC3-5 TC4-5 TC4-5 TCs-5 TCS-5 TCe6-5 TCe6-5

TC1-6 TCI1-6 TC2-6 TC2-6 TC3-6 TC3-6 TC4-6 TC4-6 TC5-6 TCS-6 TC6-6 TCo6-6

TCI1-7 TC1-7 TC2-7 TC2-7 TC3-7 TC3-7 TC4-7 TC4-7 TCS-7 TC5-7 TC6-7 TC6-7

T Q| e 9 a|% | >

E2-1 E2-2 E2-3 E2-4 vC vC vC VvC E2-1 E2-2 E2-3 E2-4

Abreviaturas: E2-1 a E2-4 = concentragdes (da mais alta para a mais baixa) do padrio de referéncia E2; TC1-1 a TC1-7
= concentra¢des (da mais alta para a mais baixa) do produto quimico em estudo 1 (TC1); TC2-1 a TC2-7 = concentragdes
(da mais alta para a mais baixa) do produto quimico em estudo 2 (TC2); TC3-1 a TC3-7 = concentracdes (da mais alta para
a mais baixa) do produto quimico em estudo 3 (TC3); TC4-1 a TC4-7 = concentracdes (da mais alta para a mais baixa) do
produto quimico em estudo 4 (TC4); TC5-1 a TC5-7 = concentragdes (da mais alta para a mais baixa) do produto quimico
em estudo 5 (TC5); TC6-1 a TC6-7 = concentraches (da mais alta para a mais baixa) do produto quimico em estudo 6
(TC6); VC = controlo do veiculo (DMSO [1 % v[v EFM.]).
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Figura 2

Configuracio da placa de 96 pogos para o ensaio de determinacio da gama para antagonistas

TC1-1 TC1-1 TC2-1 TC2-1 TC3-1 TC3-1 TC4-1 TC4-1 TC5-1 TCS-1 TC6-1 TC6-1

TC1-2 TC1-2 TC2-2 TC2-2 TC3-2 TC3-2 TC4-2 TC4-2 TCS5-2 TC5-2 TC6-2 TC6-2

TC1-3 TC1-3 TC2-3 TC2-3 TC3-3 TC3-3 TC4-3 TC4-3 TCS5-3 TC5-3 TC6-3 TC6-3

TC1-4 TCl-4 | TC2-4 TC2-4 | TC3-4 | TC3-4 TC4-4 | TC4-4 TC5-4 | TC5-4 | TC6-4 | TCo-4

TC1-5 TC1-5 TC2-5 TC2-5 TC3-5 TC3-5 TC4-5 TC4-5 TCS-5 TC5-5 TC6-5 TC6-5

TC1-6 TC1-6 TC2-6 TC2-6 | TC3-6 | TC3-6 TC4-6 | TC4-6 TC5-6 | TCS-6 TC6-6 | TC6-6

TC1-7 TC1-7 TC2-7 TC2-7 TC3-7 TC3-7 TC4-7 TC4-7 TCS5-7 TC5-7 TC6-7 | TCeé-7

=~ s T T I — I o W -~ =

Ral-1 Ral-2 Ral-3 vC vC vC E2 E2 E2 Ral-1 Ral-2 Ral-3

Abreviaturas: E2= controlo E2; Ral-1 a Ral-3 = concentra¢des do padrdo de referéncia raloxifeno/E2 (da mais alta para a
mais baixa); TC1-1 a TC1-7 = concentragdes (da mais alta para a mais baixa) do produto quimico em estudo 1 (TC1);
TC2-1 a TC2-7 = concentra¢des (da mais alta para a mais baixa) do produto quimico em estudo 2 (TC2); TC3-1 a TC3-7
= concentra¢des (da mais alta para a mais baixa) do produto quimico em estudo 3 (TC3); TC4-1 a TC4-7 = concentragdes
(da mais alta para a mais baixa) do produto quimico em estudo 4 (TC4); TC5-1 a TC5-7 = concentracdes (da mais alta
para a mais baixa) do produto quimico em estudo 5 (TC5); TC6-1 a TC6-7 = concentra¢des (da mais alta para a mais
baixa) do produto quimico em estudo 6 (TC6); VC = controlo do veiculo = (DMSO [1 % v/v EFM.]).

Nota: Todos os produtos quimicos em estudo sdo ensaiados na presenca de 9,18 x 10-11 M E2.

28. O volume final recomendado de meio necessdrio para cada poco é de 200 pl. Utilizar apenas as placas de ensaio em
que as células de todos os pogos tiverem uma viabilidade igual ou superior a 80 %.

29. A determinagio das concentracdes iniciais do ensaio completo para agonistas é descrita pormenorizadamente no
respetivo protocolo (7). Em sintese, utilizam-se os seguintes critérios:

— Se ndo houver pontos na curva de concentragio do produto quimico em estudo superiores a média mais trés
vezes o desvio-padrdo do controlo com DMSO, os ensaios completos devem ser efetuados com uma dilui¢do em
série de 1:2 em 11 pontos a partir da concentragio mdaxima soldvel.

— Se existirem pontos na curva de concentra¢do do produto quimico em estudo superiores & média mais trés vezes
o desvio-padrdo do controlo com DMSO, a concentracio inicial a utilizar para diluicio em 11 pontos em ensaios
completos deve ser uma unidade logaritmica mais elevada do que a concentragio com que se obtém o valor RLU
ajustado mais elevado na determinacdo da gama. O esquema de diluicio de 11 pontos deve basear-se nas
diluicdes de 1:2 ou de 1:5, de acordo com os seguintes critérios:

Utilizar uma diluigdo em série de 1:2 em 11 pontos se a gama de concentragdes resultante abranger toda a gama
de respostas com base na curva concentragdo-resposta gerada no ensaio de determina¢io da gama. Caso con-
trario, utilizar uma dilui¢do de 1:5.

— Se o produto quimico em estudo apresentar uma curva de resposta a concentracdo bifdsica no ensaio de
determinacio da gama de concentragdes, ambas as fases devem também ser resolvidas no ensaio completo.

30. A determinacio das concentragdes iniciais para os ensaios completos para antagonistas é descrita pormenorizada-
mente no respetivo protocolo (7). Em sintese, utilizam-se os seguintes critérios:

\ z

— Se ndo existirem pontos da curva de concentragio do produto quimico em estudo inferiores @ média menos o
triplo do desvio-padrio do E2, deve efetuar-se um ensaio completo do controlo com uma diluigdo em série de
1:2 em 11 pontos com inicio na concentragio maxima solavel.
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— Se existirem pontos na curva de concentracdes do produto quimico em estudo & média menos o triplo do desvio-
-padrdo do E2, a concentragdo inicial a utilizar no esquema de diluigdo em 11 pontos em ensaios completos deve
ser uma das seguintes:
* A concentragido com que se obtém o mais baixo valor RLU ajustado na determinagio da gama;
* A mdxima concentragdo soliivel [ver protocolo relativo aos antagonistas (7), figura 14-2];
* A mais baixa concentragdo citotoxica [ver protocolo relativo aos antagonistas (7), figura 14-3 para um

exemplo conexo].

— O esquema de diluigdo em 11 pontos terd como base uma série de dilui¢des de 1:2 oul:5, ou uma diluicdo de
acordo com os seguintes critérios:
Utilizar uma dilui¢do em série de 1:2 em 11 pontos se a gama de concentracdes resultante abranger toda a gama
de respostas, com base na curva concentragio-resposta gerada no ensaio de determinagio da gama. Caso
contrario, utilizar uma diluicdo de 1:5.

Ensaios completos

31. Os ensaios completos consistem em diluicdes em série em 11 pontos (diluicdes em série de 1:2 ou 1:5 com base na

concentracdo inicial dos critérios para ensaios completos), sendo cada concentragio ensaiada em trés pogos da placa
de 96 pocos (ver figuras 3 e 4).

— Os ensaios completos para agonistas utilizam 11 concentragdes de E2 em duplicado como padrio de referéncia.
Sio incluidos em cada placa quatro pocos replicados para o controlo com DMSO e quatro pogos replicados para
o controlo com metoxicloro (9,06 x 10°% M);

— Os ensaios completos para antagonistas utilizam 9 concentracdes de Ral/E2 com 9,18 x 10"!! M E2 em duplicado
como padrio de referéncia com quatro pogos replicados para o controlo E2 9,18 x 10'' M, quatro pogos
replicados para os controlos com DMSO e quatro pogos replicados para tamoxifeno 3,36 x 10M.

Figura 3

Configuracio da placa de 96 pocos para o ensaio completo para agonistas

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A TC1-1 TC1-2 TC1-3 TC1-4 TCI1-5 TC1-6 TC1-7 TC1-8 TC1-9 TC1-10 | TC1-11 vC
B TCI-1 TCI1-2 TC1-3 TCl1-4 TCI1-5 TCI1-6 TCI1-7 TCI1-8 TCI1-9 TC1-10 | TCI1-11 vC
C TCI-1 TC1-2 TC1-3 TC1-4 TC1-5 TCI-6 TCI1-7 TCI1-8 TC1-9 TC1-10 | TCI1-11 vC
D TC2-1 TC2-2 TC2-3 TC2-4 TC2-5 TC2-6 TC2-7 TC2-8 TC2-9 TC2-10 | TC2-11 vC
E TC2-1 TC2-2 TC2-3 TC2-4 TC2-5 TC2-6 TC2-7 TC2-8 TC2-9 TC2-10 | TC2-11 Met
F TC2-1 TC2-2 TC2-3 TC2-4 TC2-5 TC2-6 TC2-7 TC2-8 TC2-9 TC2-10 | TC2-11 Met
G E2-1 E2-2 E2-3 E2-4 E2-5 E2-6 E2-7 E2-8 E2-9 E2-10 E2-11 Met
H E2-1 E2-2 E2-3 E2-4 E2-5 E2-6 E2-7 E2-8 E2-9 E2-10 E2-11 Met

Abreviaturas: TC11-1 a TC1-11 = concentra¢des (da mais alta para a mais baixa) do produto quimico em estudo 1; 1
TC2-1 a TC2-11 = concentragdes (da mais alta para a mais baixa) do produto quimico em estudo 2; E2-1 a
E2-11 = concentra¢des do padrio de referéncia E2 (da mais alta para a mais baixa); Met = controlo positivo fraco
do p,p- metoxicloro; VC = DMSO (1 % v/v) do controlo do veiculo EFM
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Figura 4

Configuracio da placa de 96 pogos para o ensaio completo para antagonistas

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A TCI1-1 TC1-2 | TC1-3 | TC14 | TC1-5 | TCl-6 | TC1-7 | TC1-8 | TC1-9 | TC1-10 | TCI-11 vC
B TCI-1 TC1-2 | TCI1-3 | TCl1-4 | TCl1-5 | TCl-6 | TC1-7 | TC1-8 | TC1-9 | TC1-10 | TCI-11 vC
C TC1-1 | TC1-2 | TCI1-3 | TC1-4 | TCl1-5 | TCl-6 | TC1-7 | TC1-8 | TC1-9 | TC1-10 | TCI-11 vC
D TC2-1 | TC2-2 | TC2-3 | TC2-4 | TC2-5 | TC2-6 | TC2-7 | TC2-8 | TC2-9 | TC2-10 | TC2-11 vC
E TC2-1 TC2-2 | TC2-3 | TC2-4 | TC2-5 | TC2-6 | TC2-7 | TC2-8 | TC2-9 | TC2-10 | TC2-11 Tam
F TC2-1 TC2-2 | TC2-3 | TC2-4 | TC2-5 | TC2-6 | TC2-7 | TC2-8 | TC2-9 | TC2-10 | TC2-11 Tam
G Ral-1 Ral-2 Ral-3 Ral-4 Ral-5 Ral-6 Ral-7 | Ral-8 Ral-9 E2 E2 Tam
H Ral-1 Ral-2 Ral-3 Ral-4 Ral-5 Ral-6 Ral-7 | Ral-8 Ral-9 E2 E2 Tam

Abreviaturas: E2 = controlo E2; Ral-1 a Ral-9 = concentra¢des do padrio de referéncia raloxifeno/E2 (da mais alta para a
mais baixa); Tam = controlo positivo fraco tamoxifeno/E2; TC1-1 a TC1-11 = concentragdes (da mais alta para a mais
baixa) do produto quimico 1 (TC1); TC2-1 a TC2-11 = concentra¢des (da mais alta para a mais baixa) do produto
quimico em estudo 2 (TC2); VC = controlo do veiculo (DMSO [1 % v/v EFM.)).

Nota: Tal como referido, todos os pocos de referéncia e de ensaio contém uma concentracdo fixa de E2 (9,18 x 10711M)

32. As repeti¢des dos ensaios completos para o mesmo produto quimico devem ser realizadas em dias diferentes, a fim
de garantir a sua independéncia. Devem efetuar-se, pelo menos, dois ensaios completos. Se os seus resultados forem
contraditérios (por exemplo, um ensaio ¢ positivo, 0 outro negativo) ou se um dos ensaios for inadequado, deve
realizar-se um terceiro ensaio.

Medicio da luminescéncia

33. A luminescéncia é medida na gama de 300 a 650 nm, com um luminémetro de injecdo e software de controlo do
volume de inje¢do e do intervalo de medi¢do (7). A emissdo de luz de cada pogo é expressa em RLU por pogo.

ANALISE DOS DADOS
Determinacio de ECs, [IC,

34. Os valores ECs, (metade da concentragio efetiva maxima de um produto quimico em estudo [agonistas]) e ICs,
(metade da concentragdo inibitéria de um produto quimico em estudo [antagonistas]) sdo determinados a partir dos
dados concentragio-resposta. Para produtos quimicos em estudo positivos em uma ou mais concentracdes, a
concentragdo que provoca uma resposta semimaxima (ICs, ou ECsp) ¢é calculada com recurso a uma andlise funcional
de Hill ou a uma alternativa adequada. A andlise de Hill ¢ um modelo matematico logistico de quatro parimetros,
que relaciona a concentragdo do produto quimico em estudo com a resposta (geralmente apds uma curva sigmoidal),
utilizando a equagdo seguinte:

(Topo — Base)

Y=B
ase -+ 1 + 10(IgECso — X)Declive

em que:

,.<
1

resposta (i.e., RLU);

X= o logaritmo de concentragio;

Base= a resposta minima;
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Topo= a resposta maxima;

Log(EC5q) [ou log(ICs0)]= o logaritmo de X como resposta intermédia entre o topo e a base;

Curva de Hill= o declive da curva.

O modelo calcula o valor mais adequado para o topo, a base, a curva de Hill e os pardmetros IC5, e ECsq. Para o
célculo dos valores de ECs e ICs5, deve utilizar-se um software estatistico adequado (por exemplo, Graphpad Prism®).

Determinacio de anomalias

35. Uma boa avaliagdo estatistica pode ser facilitada pela inclusio (sem cardter limitativo) do ensaio-Q — ver protocolos
relativos aos agonistas e antagonistas (7) —, para determinar os pogos «nutilizdveis», a excluir da andlise de dados.

36. Para os replicados do padrio de referéncia E2 (amostra de dois), qualquer valor RLU ajustado para um replicado a
uma dada concentragio de E2 é considerado anormal se o seu valor for superior ou inferior em mais de 20 % ao
valor RLU ajustado para essa concentracdo, que consta da base de dados histéricos.

Recolha e ajustamento dos dados do luminémetro para determinacio da gama

37. Os dados brutos do luminémetro devem ser transferidos para um modelo de folha de célculo concebida para o
ensaio. Deve determinar-se se hd pontos aberrantes que necessitem de ser excluidos (ver critérios de aceitacio do
ensaio para pardmetros determinados nas andlises). Devem efetuar-se os célculos a seguir indicados:

Agonistas

Etapa 1 Calcular o valor médio para o controlo do veiculo (VC) DMSO

Etapa 2 Subtrair o valor médio do VC DMSO do valor de cada poco, a fim de normalizar os dados.

Etapa 3 Calcular o fator de indugdo médio para o padrio de referéncia (E2).

Etapa 4 Calcular o valor médio de ECs,, para os produtos quimicos em estudo.

Antagonistas

Etapa 1 Calcular o valor médio do VC DMSO.

Etapa 2 Subtrair o valor médio do VC DMSO do valor de cada pogo, a fim de normalizar os dados.

Etapa 3 Calcular o fator de redugio médio para o padrio de referéncia (Ral/E2).

Etapa 4 Calcular o valor médio do padrdo de referéncia E2.

Etapa 5 Calcular o valor médio de ICs, para os produtos quimicos em estudo.
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38.

39.

Recolha e ajustamento dos dados do luminémetro para o ensaio global

Os dados brutos do luminémetro devem ser transferidos para um modelo de folha de cilculo concebida para o
ensaio. Deve determinar-se se hd pontos aberrantes que necessitem de ser excluidos (ver critérios de aceitagio do
ensaio para pardmetros determinados nas andlises). Efetuam-se os seguintes calculos:

Agonistas

Etapa 1 Calcular

Etapa 2 Subtrair

Etapa 3 Calcular

Etapa 4 Calcular

Etapa 5 Calcular

Antagonistas

Etapa 1 Calcular

Etapa 2 Subtrair

Etapa 3 Calcular

Etapa 4 Calcular

Etapa 5 Calcular

Etapa 6 Calcular

(o}

o

(o}

(o}

o

o

o

o

(o}

(o]

(o}

valor médio do VC DMSO.

valor médio do VC DMSO do valor de cada poco, a fim de normalizar os dados.

fator de inducdo médio para o padrio de referéncia (E2).

valor médio de ECs, para E2 e para os produtos quimicos em estudo.

valor RLU ajustado médio para o metoxicloro.

valor médio do VC DMSO.

valor médio do VC DMSO do valor de cada poco, a fim de normalizar os dados.

fator de inducdo médio para o padrio de referéncia (Ral/E2).

valor médio de ICs, para Ral[E2 e para os produtos quimicos em estudo.

valor RLU ajustado médio para o tamoxifeno.

valor médio do padrio de referéncia E2.

Critérios de interpretacio dos dados

O VM7Luc ER TA destina-se a fazer parte de uma abordagem de ponderagio das provas que contribuird para
priorizar substincias para ensaios de ED in vivo. Uma parte deste procedimento de priorizagdo consiste na classifi-
cagdo do produto quimico em estudo como positivo ou negativo em termos de atividade agonista ou de atividade
antagonista. Os critérios de decisdo positiva e negativa utilizados no estudo de validacio da VM7Luc ER TA sdo
descritos no quadro 1.
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Quadro 1

Critérios de decisdo positivos e negativos

ATIVIDADE AGONISTA

Positiva

— Todos os produtos quimicos em estudo classificados como positivo para a atividade agonista do
ER devem apresentar uma curva concentragio-resposta que consista numa linha de base,
seguida de uma inclinacdo positiva que termina num plano ou num pico. Em alguns casos,
apenas duas destas caracteristicas (linha de base-inclinagio ou inclinagio—pico) podem ser
definidas.

— A linha que define a inclinagdo positiva deve conter, pelo menos, trés pontos com barras de
erro ndo sobrepostas (DP +média). Excluem-se os pontos que constituem a linha de base, mas
a parte linear da curva pode incluir o pico ou o primeiro ponto do plano.

— Uma classificacio positiva requer uma amplitude de resposta, ou seja, a diferenga entre a linha
de base e o pico, de, pelo menos, 20 % do valor mdximo para o padrio de referéncia E2 (i.e.,
2000 RLU ou mais, se o valor mdximo de resposta dos padrdes de referéncia [E2] for ajustado
para 10000 RLU).

— Se possivel, deve calcular-se um valor EC5, para cada produto quimico em estudo positivo.

Negativa

O valor RLU ajustado médio para uma dada concentracio é igual ou inferior ao valor RLU médio
do controlo com DMSO mais trés vezes o desvio-padrdo do RLU do DMSO.

Inadequada

Os dados que ndo possam ser interpretados como vélidos para demonstrar a presenga ou auséncia
de atividade, devido a limitacdes qualitativas ou quantitativas importantes, sdo considerados ina-
dequados e ndo podem ser utilizados para determinar se o produto quimico é positivo ou
negativo. Os produtos quimicos em causa devem ser objeto de novo ensaio.

ATIVIDADE ANTAGONISTA

Positiva

— Os dados do produto quimico em estudo produzem uma curva concentragio-resposta que
consiste numa linha de base seguida de uma inclinacio negativa.

— A linha que define a inclinagio negativa deve ter, pelo menos, trés pontos com barras de erro
ndo sobrepostas; os pontos que formam a linha de base sdo excluidos, mas a parte linear da
curva pode incluir o primeiro ponto do plano.

— Deve registar-se, pelo menos, uma redugdo de 20 % na atividade do valor mdximo do padrio
de referéncia Ral/E2 (i.e., 8000 RLU ou menos, quando o valor mdximo da resposta do padrio
de referéncia [Ral/E2] é ajustado para 10000 RLU).

— As concentra¢des ndo citotdxicas mais elevadas do produto quimico em estudo devem ser
iguais ou inferiores a 1 x 10” M.

— Se possivel, deve calcular-se um valor IC5, para cada produto quimico em estudo positivo.

Negativa

Todos os pontos de dados sdo acima do valor ECg (80 % da resposta de E2 ou 8000 RLU), em
concentragdes inferiores a 1,0 x 10° M.

Inadequada

Os dados que ndo possam ser interpretados como vélidos para demonstrar a presenga ou auséncia
de atividade devido a limitagBes qualitativas ou quantitativas importantes sio considerados inade-
quados e ndo podem ser utilizados para determinar se o produto quimico é positivo ou negativo.
O produto quimico em causa deve ser objeto de novo ensaio.
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40. Sempre que possivel, os resultados positivos serdo caracterizados pela magnitude do efeito e pela concentragdo a que
este ocorre. Nas figuras 5 e 6, apresentam-se exemplos de dados positivos, negativos e inadequados.

Figura 5

Exemplos de agonistas: Dados positivos, negativos e inadequados

Pasitiva Megativo Inadequado
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A linha a tracejado indica 20 % da resposta do E2, 2000 RLU ajustados e normalizados.

Figura 6

Exemplos de antagonistas: Dados positivos, negativos e inadequados
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A linha a tracejado indica 80 % da resposta de Ral/E2, 8000 RLU ajustados e normalizados.

A linha continua indica 1,00 x 10" M. Para uma resposta ser considerada positiva, deve ser inferior a linha de 8000 RLU
e em concentracdes inferiores a 1,00 x 10~ M.

As concentracdes marcadas com asterisco no gréfico do meso-hexesterol indicam pontuacdes de viabilidade iguais ou
superiores a «2».

Os resultados do ensaio para o meso-hexesterol sdo considerados inadequados porque a tinica resposta que estd abaixo de
8000 RLU ocorre a 1,00 x 10° M.

41. Os célculos de ECs, e IC5, podem ser feitos por recurso a uma funcio de Hill de quatro pardmetros (para mais
informagdes, ver protocolo relativo aos agonistas e antagonistas) (7). O cumprimento dos critérios de aceitabilidade
indica que o sistema estd a funcionar corretamente, mas nio assegura que uma determinada série de ensaios produz
dados exatos. A duplicagio dos resultados da primeira série de ensaios é a melhor garantia de que foram produzidos
dados exatos (ver ponto 19 da seccdo «COMPONENTES DO ENSAIO ER TA»).
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RELATORIO DO ENSAIO
42. Ver ponto 20 dos <COMPONENTES DO ENSAIO ER TAv.
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Apéndice 4

ENSAIO DE TRANSATIVACAO DE RECETOR-A DE ESTROGENIO HUMANO ESTAVELMENTE TRANSFETADO PARA DETECAO DE
ATIVIDADE ESTROGENICA AGONISTA E ANTAGONISTA NOS PRODUTOS QUIMICOS COM RECURSO A LINHA CELULAR ERA
CALUX

CONSIDERACOES INICIAIS E LIMITACOES (VER TAMBEM INTRODUCAO GERAL)

1. O ensaio de transativagio do ERa CASX utiliza a linha celular humana U20S para detetar atividade estrogénica
agonista e antagonista mediada através do recetor alfa de estrogénio humano (hERa). O estudo de validacio do
bioensaio do ERa CALUX estavelmente transfetado pela BioDetection Systems BV (Amesterddo, Paises Baixos)
demonstrou a adequagdo e a fiabilidade do ensaio para o fim a que se destina (1). A linha celular ER4 CALUX
expressa apenas ER4 humano transfetado de forma estdvel (2) (3).

2. Este ensaio foi especificamente concebido para detetar o transativacgio mediada pelo hERa tendo a medicdo da
bioluminescéncia como pardmetro. A utilizacdo da bioluminescéncia é habitualmente utilizada nos bioensaios devido
a elevada relagdo sinal/ruido (4).

3. Foram comunicadas concentra¢des de fitoestrogénios superiores a 1 pM que sobreativam o gene repérter da
luciferase, o que resultou em luminescéncia ndo mediada pelo recetor (5) (6) (7). Por conseguinte, concentragdes
mais elevadas de fitoestrogénios ou de outros compostos semelhantes que podem sobreativar a expressio da
luciferase devem ser cuidadosamente examinadas nos ensaios de transativacio em ER transfetados de forma estdvel
(ver apéndice 2).

4. Devem ler-se a INTRODUCAO GERAL» e os «COMPONENTES DO ENSAIO ER TA» antes de utilizar este ensaio
para fins normativos. As defini¢des e abreviaturas utilizadas no presente método de ensaio sdo descritas no apén-
dice 1.

PRINCIPIO DO ENSAIO (VER TAMBEM INTRODUCAO GERAL)

5. O bioensaio ¢ utilizado para avaliar a ligagdo do ligando ao ER e subsequente translocagio do complexo recetor-
-ligando para o niicleo. No niicleo, o complexo recetor-ligando fixa-se a elementos de resposta especificos do ADN e
transativa um gene repérter da luciferase do pirilampo, que provoca um aumento da expressio celular da enzima
luciferase. Apds a adicdo do substrato luciferina da luciferase, a luciferina é transformada num produto biolumines-
cente. A luz produzida pode ser facilmente detetada e quantificada com o auxilio de um luminémetro.

6. O sistema de ensaio utiliza células ERa CALUX transfetadas de forma estivel. As células ERa CALUX sdo prove-
nientes da linha celular U20S do osteossarcoma osteobldstico humano. As células humanas U20S foram estavel-
mente transfetadas com 3xHRE-TATA-Luc e pSG5-neo-hERa pelo método de coprecipitagio com fosfato de calcio. A
linha celular U20S foi selecionada como a melhor candidata a funcionar como linha celular repérter que responde a
estrogénios (e a outras hormonas esteroides), com base na observacio de que revelou pouca ou nenhuma atividade
recetora enddgena. A auséncia de recetores endogenos foi avaliada com recurso unicamente a repérteres da luciferase
plasmideos, que ndo revelaram nenhuma atividade apds a adicdo de ligandos aos recetores. Além disso, esta linha
celular suportou respostas fortes mediadas por hormonas quando foram transitoriamente introduzidos recetores
cognatos (2) (3) (8).

7. O ensaio de produtos quimicos para atividade estrogénica ou antiestrogénica com recurso a linha celular ERa CALUX
inclui ume vérias séries de ensaios completas. Durante a série de ensaios de avaliagio prévia, sio determinadas a
solubilidade, a citotoxicidade e uma gama de concentra¢des mais pormenorizada dos produtos quimicos em estudo,
com vista a realizacdo de ensaios completos. Durante as séries completas, as gamas de concentragio mais porme-
norizada dos produtos quimicos em estudo sdo ensaiadas nos bioensaios ERa CALUX, seguidas da classificacdo dos
produtos quimicos em estudo para agonismo ou antagonismo.
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8. Os critérios para a interpretacdo dos dados sdo descritos em pormenor no ponto 59. Em suma, um produto quimico
em estudo é considerado positivo para agonismo se, pelo menos, duas concentra¢des consecutivas do produto
apresentarem uma resposta igual ou superior a 10 % da resposta mdxima do padrio de referéncia, 17-estradiol
(PC;0)- Um produto quimico em estudo é considerado positivo para antagonismo se, pelo menos, duas concentragdes
consecutivas do produto quimico em estudo apresentarem uma resposta igual ou inferior a 80 % da resposta maxima
do padrio de referéncia, tamoxifeno (PCg).

PROCEDIMENTO
Linhas celulares

9. Para o ensaio, deve ser utilizada a linha celular U20S ERa CALUX transfetada de forma estavel. A linha celular pode
ser obtida na BioDetection Systems BV, Amesterddo, Paises Baixos, através de um acordo de licenga técnica.

10. Devem utilizar-se apenas culturas de células livres de micoplasmas. Os lotes de células utilizados devem ser certi-
ficados como negativos para contaminacio por micoplasmas ou deve proceder-se a realizagio de um ensaio de
micoplasmas antes da sua utilizacdo. Deve usar-se a RT-PCR (rea¢do em cadeia da polimerase em tempo real) para
detegdo sensivel de infecdo por micoplasmas (9).

Estabilidade da linha celular

11. Para manter a sua estabilidade e integridade, as células CALUX devem ser armazenadas em azoto liquido (-80 °C).
Ap6s o descongelamento para iniciar uma nova cultura, as células devem ser subcultivadas, pelo menos, duas vezes
antes de serem utilizadas para avaliar a atividade estrogénica agonista e antagonista dos produtos quimicos. As células
ndo devem ser subcultivadas por mais de 30 passagens.

12. Para monitorizar a estabilidade da linha celular ao longo do tempo, deve verificar-se a capacidade de resposta do
sistema de ensaio agonistico e antagonistico, através da avaliagdo do EC5, ou do ICs, do padrdo de referéncia. Além
disso, é necessdrio monitorizar a inducio relativa da amostra de controlo positivo (PC) e da amostra de controlo
negativo (NC). Os resultados devem estar de acordo com os critérios de aceitagdo para o bioensaio ERa CALUX
antagonistico (quadro 3C) ou antagonistico (quadro 4C). Os padrdes de referéncia e os controlos positivo e negativo
sdo apresentados no quadros 1 e no quadro 2 para os modos agonistico e antagonistico, respetivamente.

Cultura celular e condicdes de colocacio em placa

13. As células U20S sio cultivadas em meio de crescimento (DMEM/F12 (1:1) com vermelho de fenol (indicador de pH),
complementado com soro fetal bovino (7,5 %), aminodcidos ndo essenciais (1 %), 10 unidades/ml de penicilina,
estreptomicina e geneticina (G-418), marcadores de selecdo. As células devem ser colocadas numa incubadora de CO,
(5% de CO,) a 37 °C e com 100 % de humidade. Quando atingirem uma confluéncia de 85-95 %, devem ser
subcultivadas ou preparadas para sementeira em placas de microtitulagio com 96 pogos. Neste dltimo caso, devem
ser ressuspensas em 1 x 10° células/ml em meio de ensaio isento de estrogénio — DMEM/F12 (1:1) sem vermelho de
fenol, complementado com soro fetal bovino tratado com carvio revestido de dextrano (5 % v/v), aminoacidos nio
essenciais (1 % v/v) e 10 unidades/ml de penicilina e estreptomicina) e colocadas nos pocos das placas de micro-
titulagdo de 96 pocos (100 pl de suspensdo celular homogeneizada). As células devem ser pré-incubadas numa
incubadora de CO, (5% CO,, 37 °C, 100 % de humidade) durante 24 horas antes da exposi¢do. O material de
pldstico deve ser isento de estrogénio.

Critérios de aceitabilidade

14. As atividades agonisticas e antagonistas do(s) produto(s) quimico(s) em estudo sdo ensaiadas em série de ensaios.
Uma série de ensaios é constituida por um mdximo de 6 placas de microtitulacio. Cada série de ensaios contém pelo
menos 1 série completa de dilui¢des de um padrio de referéncia, uma amostra de controlo positivo, uma amostra de
controlo negativo e solvente. As figuras 1 e 2 apresentam a configuracio das placas para as séries de ensaios
agonisticas e antagonisticas.
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15. Todas as diluicdes dos padrdes de referéncia, dos produtos quimicos em estudo, dos controlos do solvente e dos
controlos positivo e negativo devem ser analisadas em triplicado. Todas as andlises em triplicado devem satisfazer os
requisitos indicados nos quadros 3A e 4A.

16. Em cada série de ensaios, é medida, na primeira placa, uma série completa de dilui¢des do padrio de referéncia (17f-
-estradiol para agonismo; tamoxifeno para antagonismo). Para ser possivel comparar os resultados da andlise das
restantes 5 microplacas com a primeira placa de microtitulagio — que tem a curva concentragio-resposta completa
do padrio de referéncia —, todas as placas deverdo conter 3 amostras de controlo: controlo do solvente, a mais
elevada concentracio do padrio de referéncia ensaiado e a concentragio aproximada de ECs, (agonismo) ou ICs,
(antagonismo) do padrio de referéncia. O ricio da média das amostras de controlo na primeira placa e das 5
restantes deve cumprir os requisitos indicados no quadro 3C (agonismo) ou no quadro 4C (antagonismo).

17. Para cada placa de microtitulacgio de série de ensaios, calcula-se o fator z (10) utilizando as respostas a concentragio
mais elevada e mais baixa do padrdo de referéncia. Uma placa de microtitulagdo é considerada vélida se preencher os
requisitos constantes do quadro 3C (agonismo) ou do quadro 4C (antagonismo).

18. O padrio de referéncia deve produzir uma curva sigmoidal dose-resposta. Os EC5, ou ICs derivados da resposta da
série de diluigdes do padrdo de referéncia devem cumprir os requisitos indicados no quadro 3C (agonismo) ou no
quadro 4C (antagonismo).

19. Cada série de ensaios deve abranger uma amostra de controlo positivo e uma amostra de controlo negativo. A
indugdo relativa calculada da amostra de controlo positivo e da amostra de controlo negativo deve satisfazer os
requisitos indicados no quadro 3C (agonismo) ou no quadro 4C (antagonismo).

20. Durante todas as medi¢des, o fator de inducdo da mais elevada concentragio do padrio de referéncia deve ser
medido dividindo a resposta média da unidade de luz relativa (RLU) mais elevada do padrio de referéncia, 17f-
-estradiol, pela resposta de controlo RLU média do solvente de referéncia. Este fator de indugdo deve cumprir os
requisitos minimos relativos ao fator de indugdo prescrito no quadro 3C (agonismo) ou no quadro 4C (antagonismo).

21. S6 sdo consideradas vélidas as placas de microtitulagdo que satisfagam todos os critérios de aceitagdo acima men-
cionados e possam ser utilizadas para avaliar a resposta do produto quimico em estudo.

22. Os critérios de aceitagdo sdo aplicaveis tanto a séries de ensaios prévios como a séries de ensaios completas.

Quadro 1

Concentracdes do padrio de referéncia, controlo positivo (PC) e controlo negativo (NC) para o bioensaio
agonistico CALUX

Substancia N.° CAS Intervalo de ensaio (M)
Padrio de referéncia 17B-Estradiol 50-28-2 1*10°1% - 1*10°10
Controlo positivo (PC) 17a-Metiltestosterona 58-18-4 310706

Controlo negativo (NC) Corticosterona 50-22-6 1*¥10°98
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Quadro 2

Concentra¢des do padrio de referéncia, controlo positivo (PC) e controlo negativo (NC) para o bioensaio
antagonistico CALUX

Substancia N.° CAS Intervalo de ensaio (M)
Padrio de referéncia Tamoxifeno 10540-29-1 3¥10 - 1*¥10”
Controlo positivo (PC) 4-Hidroxitamoxifeno 68047-06-3 1*10”°
Controlo negativo (NC) Resveratrol 501-36-0 1*10°7
Quadro 3

Critérios de aceitacio para o bioensaio agonistico ERa CALUX

A - amostras individuais numa placa Critério

1 % DP méximo dos pogos triplicados (para NC, PC, cada diluicdo do produto quimico em <15%
estudo e o padrio de referéncia, exceto CO)

2 % DP méximo dos pocos triplicados [para o padrdo de referéncia e para os controlos do <30%
solvente do produto quimico em estudo (CO, SC)]

3 Fuga mdxima de LDH, como medida de citotoxicidade. <120%

B - numa dnica placa de microtitulacio

4 Relagdo entre o controlo do solvente do padrdo de referéncia (CO; placa 1) e o controlo do 0,5 a 2,0
solvente do produto quimico em estudo (SC; placas 2 a x),

5 Relagdo entre as concentragdes mais elevadas aprox. de ECs, e do padrdo de referéncia na 0,70 a 1,30
placa 1 e as concentra¢des mais elevadas aprox. de EC5, e do padrdo de referéncia nas placas
2 a x (C4, C8)

6 Fator Z de cada placa > 0,6

C - numa dnica série de anilises (todas as placas de uma série)

7 Curva sigmoidal dos padrdes de referéncia Sim (178-es-
tradiol)
8 Gama EC;, para o padrdo de referéncia (178-estradiol) 4*10-12 -
4*10-11 M
9 Fator de indugdo minimo da concentracio mais elevada de 178-estradiol, em relacdo ao 5

controlo de solvente do padrdo de referéncia.
10 (%) PC indugdo relativa. >30%

11 (%) NC indugio relativa <10%

Aprox.: aproximado; PC: controlo positivo; NC: controlo negativo; SC: controlo de solvente do produto quimico em
estudo; CO: controlo de solvente do padrdo de referéncia; DP: desvio-padrdo; DHL: desidrogenase lactica
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Quadro 4

Critérios de aceitagdo para o bioensaio antagonistico ERa CALUX

A - amostras individuais numa placa Critério

1 % DP méximo dos pogos triplicados (para NC, PC, cada diluicdo do produto quimico em <15%
estudo e o controlo do solvente (CO) do padrio de referéncia)

2 % DP méximo dos pocos triplicados (para o controlo do veiculo (VC) e para a concentra¢io <30%
mdxima do padrio de referéncia (C8))

3 Fuga médxima de LDH, como medida de citotoxicidade. <120%

B - numa dnica placa de microtitulacio

4 Relagdo entre o controlo de solvente do padrio de referéncia mais elevadas e o controlo de 0,70 a 1,30
solvente do produto quimico de ensaio (SC; placas 2 a x)

5 Relagio entre as concentragdes aprox. de ICsy e do padrio de referéncia na placa 1 e as 0,70 a 1,30
concentragdes aprox. de ICs5, e do padrdo de referéncia nas placas 2 a x (C4)

6 Relagio entre as concentra¢des mais elevadas do padrio de referéncia na placa 1 e as 0,50 a 2,0
concentragdes mais elevadas do padrdo de referéncia nas placas 2 a x (C8)

7 Fator Z de cada placa > 0,6

C - numa dnica série de andlises (todas as placas de uma série)

8 Curva sigmoidal dos padrdes de referéncia Sim (tamo-
xifeno)
9 Gama IC;, do padrio de referéncia (tamoxifeno) 1*10-8 -
1¥10-7 M
10 Fator de indugdo minimo do controlo de solvente do padrio de referéncia em relacdo a 2,5

concentragio mais elevada de tamoxifeno.

11 (%) PC indugdo relativa. <70%

12 (%) NC indugdo relativa > 85%

Aprox.: aproximativo; PC: controlo positivo; NC: controlo negativo; VC: controlo do veiculo (controlo do solvente sem
concentragdo fixa do padrio de referéncia agonista); SC: controlo de solvente do produto quimico em estudo; CO:
controlo de solvente do padrdo de referéncia; DP: desvio padrdo; DHL: desidrogenase latica
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Controlo do solvente[veiculo, padrdes de referéncia, controlos positivos, controlos negativos

23. Tanto na série de ensaios prévios como na série de ensaios completas deve utilizar-se os mesmos controlos do
solvente[veiculo, padrdes de referéncia, controlos positivos e controlos negativos. Além disso, a concentragio dos
padrdes de referéncia, dos controlos positivos e dos controlos negativos deve ser a mesma.

Controlo do solvente

24. O solvente utilizado para dissolver os produtos quimicos em estudo deve ser ensaiado como solvente de controlo. O
dimetilsulféxido (DMSO 1 % (v/v); N.° CAS 67-68-5) foi utilizado como veiculo durante a validagio do bioensaio
ERa CALUX. Se for utilizado um solvente que ndo seja 0 DMSO, devem ser ensaiados no mesmo veiculo todos os
padrdes de referéncia, controlos e produtos quimicos em estudo. Note-se que o controlo do solvente para estudos
antagonistas contém uma concentragio fixa do padrio de referéncia agonista, 17f-estradiol (aproximadamente a
concentragdo ECs). Para ensaiar o solvente utilizado nos estudos antagonisticos, deve ser preparado e ensaiado um
controlo do veiculo.

Controlo do veiculo (antagonismo)

25. Para o ensaio do antagonismo, completa-se 0 meio com uma concentragio fixa do padrdo de referéncia agonista,
17p-estradiol (aproximadamente a concentragdo ECsp). Para ensaiar o solvente utilizado para dissolver o produto
quimico em estudo, deve preparar-se um meio de ensaio sem uma concentracio fixa do padrio de referéncia agonista
(17B-estradiol). Esta amostra de controlo ¢ indicada como o controlo do veiculo. O dimetilsulféxido [DMSO 1 %
(v[v); n.° CAS 67-68-5] foi utilizado como veiculo durante a validacio do bioensaio ERa CALUX. Se for utilizado um
solvente que ndo seja 0 DMSO, devem ser ensaiados no mesmo veiculo todos os padrdes de referéncia, controlos e
produtos quimicos em estudo.

Padrbes de referéncia

26. O padrio de referéncia agonistico é o 17f-estradiol (cguadro 1). Os padroes de referéncia incluem uma série de diluigdes de
oito concentracdes de 17f-estradiol (1¥10713, 3¥10°%, 1¥10°12, 3¥10°'2, 6¥10°'2, 1¥10°'}, 3*10°'}, 110710 M).

27. O padrdo de referéncia antagonistico é o tamoxifeno (quadro 2). Os g)adr()es de referéncia incluem uma série de
dilui¢des de oito concentragdes de tamoxifeno (3*10°9%, 1¥1098, 3¥10°8, 1¥10°7, 3¥10°7, 1¥10°6, 3¥1006, 1¥10°%°
M). Cada uma das concentragdes do padrdo de referéncia antagonistico é coincubada com uma concentragio fixa do
padrio de referéncia agonistico 17f-estradiol (3*1071% M).

Controlo positivo

28. No caso de estudos agonisticos, o controlo positivo é a 17a-metiltestosterona (quadro 1).

29. O controlo positivo para os estudos antagonisticos é o 4-hidroxitamoxifeno (quadro 2). O controlo fositivo antagonistico é
coincubado com uma concentragio fixa do padrio de referéncia agonistico, 17f-estradiol (3*10712 M).

Controlo negativo

30. O controlo negativo para os estudos agonisticos é a corticosterona (quadro 1).

31. O controlo negativo para os estudos antagonisticos é o resveratrol (quadro 2). O controlo negativo antagonistico é
coincubado com uma concentragio fixa do padrdo de referéncia agonistico, 17B-estradiol (3*10712 M).



26.9.2019 Jornal Oficial da Unido Europeia L 247/219

Demonstracdo da competéncia técnica do laboratério (ver pontos 14 e os quadros 3 e 4 da sec¢gdo «COMPONENTES
DO ENSAIO ER TA» do presente método)

Veiculo

32. O solvente utilizado para dissolver o produto quimico em estudo deve solubilizd-lo completamente e ser miscivel
com o meio celular. O DMSO, a dgua e o etanol (pureza 95 % a 100 %) sdo solventes adequados. Caso seja utilizado
DMSO como solvente, a sua concentragio méxima durante a incubacdo ndo deve exceder 1% (v[v). Antes da
utilizacdo, o solvente deve ser ensaiado para verificar a auséncia de citotoxicidade e de interferéncia com o desempe-
nho do ensaio.

Preparacio de padrdes de referéncia, dos controlos positivos, dos controlos negativos e dos produtos
quimicos em estudo

33. Os padrdes de referéncia, os controlos positivos, os controlos negativos e o produto quimico em estudo sio
dissolvidos em DMSO a 100 %, ou num solvente adequado. Devem em seguida ser preparadas dilui¢des adequadas
(em série) no mesmo solvente. Antes da dissolugdo, todas as substincias devem poder estabilizar a temperatura
ambiente. As solucdes recentemente preparadas dos padrdes de referéncia, controlos positivos, controlos negativos e
produtos quimicos em estudo ndo devem apresentar precipitados nem turbidez percetiveis. O padrio de referéncia e
os controlos podem ser preparados a granel. As solu¢des de produtos quimicos em estudo devem ser preparadas
antes de cada ensaio. As dilui¢des finais dos padrdes de referéncia, dos controlos positivos, dos controlos negativos e
do produto quimico em estudo devem ser preparadas para cada experiéncia e utilizadas nas 24 horas seguintes a
preparagdo.

Solubilidade, citotoxicidade e determinacio da gama.

34. Durante a série de ensaios de avaliagio prévia, é determinada a solubilidade do produto quimico em estudo no
solvente escolhido. Prepara-se uma concentragio maxima de 0,1 M. No caso de esta concentragio mostrar problemas
de solubilidade, devem preparar-se solucdes de concentragio mais baixa até os produtos quimicos serem completa-
mente solubilizados. Durante a série de ensaios de avaliagdo prévia, sdo ensaiadas dilui¢des em série de 1:10 do
produto quimico em estudo. A concentracio mdxima de ensaio agonistas ou antagonistas é de 1 mM. Apds a série
de ensaios de avaliacdo prévia, é derivada uma gama de concentragio pormenorizada para produtos quimicos em
estudo que deve ser ensaiada durante as séries de ensaios completos. As dilui¢des utilizadas para os ensaios com-
pletos devem ser 1x, 3x, 10%, 30x, 100x, 300%, 1000x e 3000x.

35. O ensaio de citotoxicidade estd incluido no protocolo de ensaio agonista e antagonista (11). O ensaio de citotoxi-
cidade é integrado tanto na série de ensaios de avaliagio prévia como na série de ensaios completos. O método
utilizado para avaliar a citotoxicidade durante a validagio do bioensaio ERa CALUX foi o ensaio de fugas da
desidrogenase lactica (LDH) em combinacdo com a inspe¢do visual qualitativa das células (ver apéndice 4.1) apés
a exposicdo aos produtos quimicos em estudo. No entanto, podem utilizar-se outros métodos quantitativos para a
determinagio da citotoxicidade (por exemplo, ensaio colorimétrico a base de tetrazdlio — MTT — ou bioensaio de
citotoxicidade CALUX). Em geral, as concentragdes do produto quimico em estudo que apresentem uma reducio da
viabilidade celular superior a 20 % sdo consideradas citotdxicas e ndo podem, portanto, ser utilizadas na avaliagdo
dos dados. No que respeita ao ensaio de fuga de LDH, a concentracdo do produto quimico em estudo é considerada
citotoxica se a percentagem de LDH for superior a 120 %.

Exposicdo ao produto quimico em estudo e a organizagio da placa do ensaio

36. Apés a tripsinizagio de um balio confluente de células de cultura, as células voltam a ser suspensas em 1 x 10°
células/ml num meio de ensaio isento de estrogénio. Colocam-se 100 ul de células ressuspensas nos pogos interiores
de uma placa de microtitulagio com 96 pogos. Os pogos exteriores sio preenchidos com 200 pl de solugdo salina
tamponada de fosfato (PBS) (ver figuras 1 e 2). As células colocadas nas placas sdo pré-incubadas durante 24 horas
numa incubadora de CO, (5% de CO,, 37 °C, 100 % de humidade).

37. Apés a pré-incubagdo, as placas sdo inspecionadas para verificagio da citotoxicidade visual (ver apéndice 4.1), da
contaminacio e da confluéncia. Para o ensaio, apenas sdo utilizadas placas que ndo apresentem citotoxicidade ou
contaminacdo e tenham uma confluéncia minima de 85 %. O meio dos pocos interiores é cuidadosamente removido
e substituido por 200 pl de meio de ensaio sem estrogénio com as dilui¢des adequadas dos padrdes de referéncia,
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produtos quimicos em estudo, controlos positivos, controlos negativos e controlos de solvente (quadro 5: estudos de
agonistas; quadro 6: estudos de antagonista). Todos os padrdes de referéncia, produtos quimicos em estudo, con-
trolos positivos, controlos negativos e controlos dos solventes sio ensaiados em triplicado. Na figura 1, é apresentada
a configuracdo das placas para os ensaios de agonistas. Na figura 2, é apresentada a configuracdo da placa para os
ensaios de antagonistas. A configuracdo da placa para os ensaios de avaliagio prévia e para os ensaios completos é
idéntica. No caso dos ensaios antagonisticos, todos os pogos interiores, exceto os pogos do controlo do veiculo (VO),
contém igualmente uma concentragdo fixa do padrdo de referéncia agonista, 17B-estradiol (3*10°'2 M). Note-se que
os padrdes de referéncia C8 e C4 devem ser adicionados a todas as placas de TC.

38. Apds a exposigdo das células a todos os produtos quimicos, as placas de microtitulagio de 96 pogos devem ser

incubadas por mais 24 horas numa incubadora de CO, (5% CO,, 37 °C, 100 % de humidade).

Figura 1

Configuracio das placas de microtitulacio de 96 pocos para avaliacio prévia e avaliacio do efeito agonistico

Placal
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A
B co: ca Q a3 c4 cs 6 c7 c8 PC
C S Co: C1 (o) c3 c4 cs 6 c7 c8 PC
D co: c c2 c3 c4 cs 6 c7 ] PC
E SC ! TC1-1 ! TC1-2 | TC1-3 ! TC1-4 | TC1-5 ! TC1-6 | TC1-7 | TCI-8 NC
F SC ; TC1-1 ; TC1-2 ; TC1-3 ; TC1-4 ; TC1-5 ; TC1-6 ; TC1-7 ; TC1-8 NC
G SC | TC1-1 : TC1-2 | TC1-3 : TC1-4 | TC1-5 | TC1-6 . TC1-7 . TCI-8 NC
H
Placas subsequentes
12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A
B SC | TC2-1 ! TC2-2 ! TC2-3 ! TC2-4 ! TC2-5 ! TC2-6 ! TC2-7 ! TC2-8 ! C8(max)
C SC | TC2-1 : TC2-2 : TC2-3 : TC2-4 . TC2-5 | TC2-6 : TC2-7 : TC2-8 . C8(max)
D SC ; TC2-1 ; TC2-2 ; TC2-3 : TC2-4 : TC2-5 : TC2-6 : TC2-7 . TC2-8 : C8(méx)
E SC TCx-1 TCx-2 TCx-3 TCx-4 TCx-5 TCx-6 TCx-7 TCx-8 C4 (ECsp)
F SC | TCx-1 : TCx-2 : TCx-3 : TCx-4 . TCx-5 | TCx-6 . TCx7 | TCx-8 | C4(ECs)
G SC ! TCx-1 ! TCx-2 ! TCx-3 ! TCx-4 ! TCx-5 ! TCx-6 ! TCx7 ! TCx-8 ! C4(ECs)
H

CO = Solvente padrio de referéncia.

C(1-8) = Série de dilui¢des (1-8, da concentragdo mais baixa para a mais alta) do padrio de referéncia.

PC = Controlo positivo.

NC = Controlo negativo.

TCx-(1-8) = Diluigdes (1-8, da concentragio mais baixa para a mais alta) do produto quimico em estudo para a série de
ensaios de avaliagio prévia e para avaliagdo do efeito agonistico do produto quimico x.

SC = Controlo do solvente do produto quimico em estudo (idealmente, 0 mesmo solvente de C0O, mas eventualmente de

outro lote).

Células cinzentas: = Pogos exteriores, preenchidos com 200 pl de PBS.
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Figura 2
Configuracio das placas de microtitulacio de 96 pogos para avaliacio antagonistica prévia
antagonistico
Placa 1
1 2 3 4 5 6 7 8 10 11 12
A g
B co c1 2 . 3 c5 6 cs vC
c co c1 Q2 | cs c6 c8 vC
D co c1 2 c3 cs c6 c8 vC
E NC Tc1- | TC12 | TC1-3 TC15 | TCl- ! TCl- ! TCL- PC
F NC TC1- . TC1-2 | TC1-3 TC15 | TCl- . 17 | TCl- PC
G NC TC1- . TC1-2 . TC1-3 TC1-5 | TCl- . TCl- . TCl- PC
¥ .
Placas subsequentes
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A
B sc TC2-1 : TC2-2 : TC2-3 : TC2-4 : TC2-5 : TC2-6 i TC2-7 : TC2-8 : C8(méx)
c sC TC2-1 | TC2-2 | TC2-3 | TC2-4 @ TC2-5 : TC2-6 : TC2-7 | TC2-8 | C8(méx)
D sc TC2-1 | TC2-2 | TC2-3 ! TC2-4 '@ TC2-5 : TC2-6 ! TC2-7 : TC2-8 ' C8(méx)
E C4(ICs) i TCx-1 | TCx-2 . TCx-3 ; TCx-4 . TCx-5 | TCx-6 ; TCx-7 . TCx-8 . C8(méx)
F C4(ICs) | TOX1 | TCx2 | TCx-3 | TCx-4 | TCx-5 | TCx-6 ! TCx-7 | TCx-8 | C8(méx)
G | C4(ICs) | TCx-1 | TCx-2 © TCx-3 : TCx-4 ' TCx5 : TCx-6 | TCx-7 | TCx-8 ' C8(méx)
H

CO = Solvente padrdo de referéncia.

C(1-8) = Série de dilui¢des (1-8, da concentragdo mais baixa para a mais alta) do padrio de referéncia.

NC = Controlo negativo.

PC = Controlo positivo.

e avaliacio do efeito

TCx-(1-8) = Diluigdes (1-8, da concentragio mais baixa para a mais alta) do produto quimico em estudo para a série de
ensaios de avaliagdo prévia e para avaliacio do efeito antagonistico do produto quimico x.

SC = Controlo do solvente do produto quimico em estudo (idealmente, o mesmo solvente de CO, mas eventualmente de

outro lote).

VC = Controlo do veiculo (controlo do solvente sem concentragdo fixa do padrdo de referéncia agonista 17p-estradiol).

Células cinzentas: = Pogos exteriores, preenchidos com 200 pl de PBS.

Nota: todos os pogos interiores, exceto os pogos do controlo do veiculo (VC), contém igualmente uma concentrago fixa

do padrio de referéncia agonista, 17p-estradiol (3,0*10-12 M)
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Medicio da luminescéncia

39. A medigdo da luminescéncia é descrita em pormenor no protocolo de ensaio relativo ao agonista e ao antagonista
(10). O meio dos pogos deve ser removido e as células devem ser lisadas apds 24 horas de incubagdo, de modo a
abrirem a membrana celular e permitirem a medigdo da atividade da luciferase.

40. Para medir a luminescéncia, este procedimento exige um luminémetro equipado com dois injetores. A reagdo da
luciferase é desencadeada por injecdo do substrato luciferino. A reagdo € interrompida por adi¢io de 0,2 M NaOH,
por forma a impedir a transferéncia de luminescéncia de um pogo para outro.

41. A luz emitida por cada pogo é expressa em unidades de luz relativa (RLU) por pogo.

Série de ensaios de avaliacio prévia

42. Os resultados das andlises prévias sdo utilizados para determinar um intervalo de concentragio mais preciso de
produtos quimicos em estudo, com vista a realizagdo dos ensaios completos. A avaliagio dos resultados das andlises
prévias e a determinagio da gama de concentragdes mais precisa de produtos quimicos em estudo para ensaios
completos é descrita de forma aprofundada no protocolo de ensaio de agonistas e antagonistas (10). Apresenta-se
aqui um breve resumo dos procedimentos de determinacio da gama de concentragdes dos produtos quimicos em
estudo para os ensaios agonista e antagonista. Ver os quadros 5 e 6 para diretrizes para a conce¢do da diluicio em
série.

Selegiio das concentragdes para avaliagdo de efeitos agonisticos

43, Durante a série de ensaios de avaliagio prévia, os produtos quimicos em estudo devem ser ensaiados com a série de
dilui¢des indicada nos quadros 5 (agonismo) e 6 (antagonismo). Todas as concentra¢des devem ser ensaiadas em
triplicado, de acordo com a configuragdo da placa indicada nas figuras 1 (agonismo) ou 2 (antagonismo).

44. Apenas os resultados de andlises que satisfagam os critérios de aceitacdo (quadro 3) sdo considerados vélidos e podem
ser utilizados para avaliar a resposta dos produtos quimicos em estudo. Se uma ou mais placas de microtitulacio de
uma série de andlises ndo cumprirem os critérios de aceitacdo, as placas de microtitulagdo correspondentes devem ser
reanalisadas. Caso a primeira placa com a série completa de diluicdes do padrio de referéncia ndo cumpra os critérios
de aceitacdo, a série completa de ensaios (6 placas) tem de ser repetida.

45. As gamas de concentracdo inicial dos produtos quimicos em estudo devem ser ajustadas e a série de ensaios de
avaliacdo prévia repetida no caso de:

— se observar citotoxicidade. O procedimento de avaliagio prévia deve ser repetido com concentragdes nio
citotéxicas mais baixas do produto quimico em estudo;

— a avaliagdo prévia do produto quimico em estudo ndo produzir uma curva dose-resposta completa, porque as
concentra¢des ensaiadas geram inducdo maxima. Repete-se a série de ensaios de avaliagio prévia com concen-
tragdes menores do produto quimico em estudo.

46. Quando se observa uma resposta valida relacionada com a dose, deve selecionar-se a menor concentragio a qual é
observada a inducio méxima sem revelar citotoxicidade. A concentra¢do mais elevada do produto quimico em estudo
nas séries de ensaios completos deve ser 3 vezes superior a esta concentracio selecionada.

47. Deve preparar-se uma série completa de diluigdes mais precisas do produto quimico em estudo com as etapas de
dilui¢do indicadas no quadro 5, comecando pela concentragio mais alta determinada supra.

48. Um produto quimico em estudo que ndo provoque qualquer efeito antagonista deve ser ensaiado nas séries de ensaio
completas, comecando com a concentragio ndo citotéxica mais alta identificada na série de ensaios de avaliagio
prévia.
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Selegiio das concentragdes para avaliagdo dos efeitos antagénicos

49. Apenas os resultados de andlises que satisfagam os critérios de aceitagdo (quadro 4) sdo considerados vélidos e podem
ser utilizados para avaliar a resposta dos produtos quimicos em estudo. Se uma ou mais placas de microtitulacdo de
uma série de andlises ndo cumprirem os critérios de aceitagdo, devem ser reanalisadas. Caso a primeira placa com a
série completa de dilui¢des do padrio de referéncia ndo cumpra os critérios de aceitagdo, a série completa de ensaios
(6 placas) tem de ser repetida.

50. As gamas de concentragdo inicial dos produtos quimicos em estudo devem ser ajustadas e a série de ensaios de
avaliacdo prévia repetida no caso de:

— se observar citotoxicidade. O procedimento de avaliagio prévia deve ser repetido com concentra¢des ndo
citotéxicas mais baixas do produto quimico em estudo;

— a avaliacdo prévia do produto quimico em estudo ndo produzir uma curva dose-resposta completa, porque as
concentra¢des ensaiadas geram inibicgdo maxima. Deve repetir-se a série de ensaios de avaliagio prévia com
concentragdes menores do produto quimico em estudo.

51. Quando se observa uma resposta vélida relacionada com a dose, deve selecionar-se a menor concentragio a qual é
observada a inibicdo maxima sem revelar citotoxicidade. A concentragdo mais elevada do produto quimico em estudo
nas séries de ensaios completos deve ser 3 vezes superior a esta concentra¢io selecionada.

52. Deve preparar-se uma série completa de dilui¢des mais precisas do produto quimico em estudo com as etapas de
diluicdo indicadas no quadro 6, comecando pela concentra¢io mais alta determinada supra.

53. Um produto quimico em estudo que ndo provoque qualquer efeito antagonista deve ser ensaiado nas séries de ensaio
completas, comegando com a concentragdo ndo citotéxica mais alta ensaiada na série de ensaios de avaliagio prévia.

Séries de ensaios completos

54. Ap6s a sele¢do das gamas de concentragdo aperfeicoadas, os produtos quimicos em estudo devem ser submetidos a
um ensaio completo, utilizando a série de diluicdes indicada no quadro 5 (agonismo) e 6 (antagonismo). Todas as
concentragdes devem ser ensaiadas em triplicado, de acordo com a configuracio da placa indicada nas figuras 1
(agonismo) ou 2 (antagonismo).

55. Apenas os resultados de andlises que satisfagam os critérios de aceitagdo (quadros 3 e 4) sdo considerados vilidos e
podem ser utilizados para avaliar a resposta dos produtos quimicos em estudo. Se uma ou mais placas de micro-
titulacio de uma série de andlises ndo cumprirem os critérios de aceitagdo, devem ser reanalisadas. Caso a primeira
placa contendo a série completa de dilui¢des do padrio de referéncia ndo cumpra os critérios de aceitagdo, a série
completa de ensaios (6 placas) tem de ser repetida.
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Quadro 5

Concentracio e dilui¢des dos padrdes de referéncia, controlos e produtos quimicos em estudo utilizados nos
ensaios agonistas

TCx - série de ensaios de ava-

TCx - série de ensaios

17B-estradiol de referéncia liaci . Controlos
iagdo previa completos
conc. (M) diluicdo dilui¢do conc. (M)

Co 0 TCx-1 | 10000000 x| TCx-1 3000 x PC 3%10°0
C1 1*10713 TCx-2 1 000 000 x TCx-2 1000 x NC 1*¥10°8
2 3%10713 TCx-3 100 000 x TCx-3 300 x Co 0
C3 1*¥10712 TCx-4 10 000 x TCx-4 100 x SC 0
C4 3%10°12 TCx-5 1000 x TCx-5 30 x
C5 6*10712 TCx-6 100 x TCx-6 10 x
Cé6 1*107 11 TCx-7 10 x TCx-7 3 x
Cc7 3x10711 TCx-8 1x TCx-8 1x
C8 1*10710

TCx - Produto quimico em estudo x
PC - Controlo positivo (17a-metiltestosterona)
NC - Controlo negativo (corticosterona)
CO - Controlo do solvente padrdo de referéncia

SC - Controlo do solvente do produto quimico em estudo
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Quadro 6

Concentracio e dilui¢des dos padrdes de referéncia, controlos e produtos quimicos em estudo utilizados nos
ensaios antagonistas

TCx - série de ensaios de ava-

TCx - série de ensaios

Tamoxifeno de referéncia liaci . Controlos
iacdo prévia completos
conc. (M) diluicdo dilui¢do conc. (M)

Cco 0 TCx-1 10 000 000 x TCx-1 3000 x PC 1¥107°
C1 3*¥10 TCx-2 1000 000 x TCx-2 1000 x NC 1¥107
C2 1¥10°8 TCx-3 100 000 x TCx-3 300 x Cco 0
C3 3¥10°8 TCx-4 10 000 x TCx-4 100 x SC 0
C4 1*107 TCx-5 1000 x TCx-5 30 x
C5 3*107 TCx-6 100 x TCx-6 10 x Agonista complementado
C6 1¥10°¢ TCx-7 10 x TCx-7 3 x conc. (M)
c7 3*10°¢ TCx-8 1x TCx-8 1x 17p-estradiol 3*10°12
C8 1*¥107

TCx - Produto quimico em estudo x
PC - Controlo positivo (4-hidroxitamoxafeno)
NC - Controlo negativo (resveratrol)
CO - Controlo do solvente padrdo de referéncia

SC - Controlo do solvente do produto quimico em estudo
VC - Controlo do veiculo (nio contém uma concentragio fixa do padrio de referéncia agonistico, 17f-estradiol (3*10712 M).
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Recolha e andlise de dados

56. Apos a série de ensaios de avaliagio prévia e a série de ensaios completos, devem ser determinados os valores ECy,
EC5q, PCyq, PCs e de inducdo médxima (TCx,,) de um produto quimico em estudo para o ensaio agonistico. Para
este tltimo, devem ser calculados os valores de IC,,, IC50, PCg, PCsy € de indugdo minima (TCx,,). Nas figuras 3
(agonismo) e 4 (antagonismo), apresenta-se uma representacdo grafica destes pardmetros. Os parametros exigidos sdo
calculados com base na indugdo relativa de cada produto quimico em estudo [relativa a indu¢do méaxima do padrio
de referéncia (= 100 %)]. Deve utilizar-se a regressdo ndo linear (declive varidvel, 4 pardmetros) para a avaliacio dos
dados, de acordo com a seguinte equacdo:

(Topo — Base)

Y = Base + {1 T 10((1gr;c;ofx)><Dedive)}

em que:

X = Log de dose ou concentragdo

Y = Resposta [(%) indugio relativa]

Topo = (%) indugdo médxima

Base = (%) indu¢io minima

Log(ECs,) = Log da concentragdo a qual se observam 50 % da resposta mdxima

Declive = Declive da curva de Hill

57. Os dados brutos do lumindmetro, expressos em unidades de luz relativa (RLU), devem ser transferidos para a folha
de célculo da andlise de dados para a série de ensaios de avaliagdo prévia e a série de ensaios completos. Os dados em
bruto devem satisfazer os critérios de aceitagio indicados nos quadros 3A e 3B (agonismo) ou 4A e 4B (antago-
nismo). Caso os dados em bruto satisfagam os critérios de aceitacio, efetuam-se as seguintes etapas de célculo para
determinar os pardmetros exigidos:

Agonistismo

— Subtrair a RLU média do controlo do solvente do padrio referéncia de cada um dos dados brutos de andlise dos
padrdes de referéncia.

— Subtrair a RLU média para o controlo do solvente do produto quimico em estudo de cada um dos dados de
andlise brutos dos produtos quimicos em estudo.
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— Calcular a inducdo relativa de cada concentragdo do padrio de referéncia. Fixar a inducdo da mais elevada
concentragio do padrio de referéncia em 100 %.

— Calcular a indugdo relativa de cada concentragio do produto quimico em estudo em relagio a concentragio mais
elevada do padrio de referéncia e estabelecé-la como 100 %.

— Avaliar os resultados da andlise apés a regressio ndo linear (inclinagio varidvel, 4 pardmetros).

— Determinar os valores EC5y e ECyq do padrio de referéncia.

— Determinar os valores ECs5, e EC;, dos produtos quimicos em estudo.

— Determinar a indugdo relativa maxima do produto quimico em estudo (TC,;,).

— Determinar os valores PC;, e PCs, dos produtos quimicos em estudo.

No caso dos produtos quimicos em estudo, pode nem ser sempre obtida uma curva dose-resposta completa devido,
por exemplo, a problemas de citotoxicidade ou de solubilidade. Assim, ndo podem ser determinados os valores EC5,

EC,, e PCs. Nesse caso, apenas podem ser determinados o PCyy e TC 4,

Antagonismo

— Subtrair a RLU média da concentragdo mais elevada do padrio de referéncia de cada um dos dados brutos de
andlise dos padrdes de referéncia.

— Subtrair a RLU média da concentragio mais elevada do padrio de referéncia de cada um dos dados brutos de
andlise dos produtos quimicos em estudo.

— Calcular a inducdo relativa de cada concentragio do padrio de referéncia. Fixar a indugdo da mais baixa
concentragdo do padrdo de referéncia em 100 %.

— Calcular a indugdo relativa de cada concentragdo do produto quimico em estudo em relagio a concentragdo mais
baixa do padrdo de referéncia e estabelecé-la como 100 %.
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— Avaliar os resultados da andlise apds a regressdo ndo linear (inclinagdo varidvel, 4 pardmetros).

— Determinar os valores ICs, e IC,, do padrdo de referéncia.

— Determinar os valores ICs, e IC,, dos produtos quimicos em estudo.

— Determinar a indugdo relativa minima do produto quimico em estudo (TC,,).

— Determinar os valores PCg, € PCs, dos produtos quimicos em estudo.

Figura 3

Panoridmica dos parimetros determinados no ensaio de agonistas
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EC,, = Concentragio de uma substancia em que se observam 10 % da sua resposta méxima.

EC5, = Concentragio de uma substdncia em que se observam 50 % da sua resposta mdxima.

PC,, = Concentragio de um produto quimico em estudo na qual a sua resposta é igual a ECy, do padrio de
referéncia.

PCs, = Concentracdo de um produto quimico em estudo na qual a sua resposta é igual a ECs5, do padrio de
referéncia.

TCx4x = Indugdo méxima relativa do produto quimico em estudo.
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Figura 4

Panorimica dos parimetros determinados no ensaio de antagonistas
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IC,, = Concentragdo de uma substincia em que se observa 80 % da sua resposta maxima (20 % de inibicdo).

IC5, = Concentragdo de uma substincia em que se observa 50 % da sua resposta maxima (50 % de inibigdo).

PCq, = Concentragio de um produto quimico em estudo na qual a sua resposta é igual a IC,, do padrio de
referéncia.

PC;, = Concentragdo de um produto quimico em estudo na qual a sua resposta ¢ igual a IC5, do padrio de

referéncia.

TCxpin = Indugdo relativa minima do produto quimico em estudo.

No caso dos produtos quimicos em estudo, pode nem ser sempre obtida uma curva dose-resposta completa devido,
por exemplo, a problemas de citotoxicidade ou de solubilidade. Assim, ndo é possivel determinar o IC5,, 0 IC,; € 0
PCs;. Nesse caso, s6 o PC,, e a TC,,;, podem ser determinados.

58. Os resultados devem basear-se em duas (ou trés) séries de ensaios independentes. Se duas séries derem resultados
comparaveis e, por conseguinte, reprodutiveis, ndo é necessirio realizar uma terceira série de ensaios. Para serem
aceitdveis, os resultados devem:

— satisfazer os critérios de aceitabilidade (ver critérios de aceitabilidade, pontos 14-22),

— ser reprodutiveis.
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Critérios de interpretacio dos dados

59. Para a interpretacio dos dados e a decisdo sobre se um produto quimico é considerado positivo ou negativo, devem
ser utilizados os seguintes critérios:

Agonismo

Para cada série completa de ensaios, considera-se positivo o produto quimico em estudo nos seguintes casos:

1. A TCyy € igual ou superior a 10 % da resposta maxima do padrio de referéncia (REF,).

max

2. Pelo menos, duas concentragdes consecutivas do produto quimico em estudo sdo iguais ou superiores ao REF .

Para cada série de ensaios completos, um produto quimico em estudo é considerado negativo no caso de:

1. A TC,4 ndo exceder 10 % da resposta mdxima do padrdo de referéncia (REF;).

max

2. Menos de duas concentragdes do produto quimico em estudo serem iguais ou superiores a REF,.

Antagonismo

Para cada série completa de ensaios, considera-se positivo o produto quimico em estudo nos seguintes casos:

1. ATC

min € igual ou superior a 80 % da resposta mdxima do padrdo de referéncia (REF80 = 20 % de inibigdo).

2. Pelo menos, duas concentragdes consecutivas do produto quimico em estudo sdo iguais ou superiores a REF,.

Para cada série de ensaios completos, um produto quimico em estudo é considerado negativo no caso de:

1 A TCy, exceder 80 % da resposta méxima do padrio de referéncia (inibicio RFg, = 20 % de inibigdo).

2 Menos de duas concentragdes do produto quimico em estudo sdo inferiores ou iguais a REFg.
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60. Para caracterizar a poténcia da resposta positiva de um produto quimico em estudo, a magnitude do efeito (ago-
nismo: TC, 4, antagonismo: TC,,;)) e a concentragdo em que o efeito ocorre (agonismo: EC;y, ECsy, PCyg, PCsp;
antagonismo: IC,,, ICso, PCgg, PCs) devem ser comunicadas.

RELATORIO DO ENSAIO

61. Ver ponto 20 dos «COMPONENTES DO ENSAIO ER TA»
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Apéndice 4.1
INSPECAO VISUAL DA VIABILIDADE CELULAR

Confluéncia < 5 %. As células acabaram de ser Confluéncia > 85 %. Nesta fase, as células sdo

semeadas. Viabilidade celular: 100 %. Classifi- expostas aos produtos quimicos em estudo. via-

cagdo: «sem citotoxicidade» bilidade celular > 95 %.

(lassificagdo: «sem citotoxicidade»

Confluéncia > 95 %. A cultura de células é

muito densa e comecam a crescer demasiado. Viabilidade celular < 25 %. As células separam-se;
Viabilidade celular > 95 %. o contacto entre as células diminui. As células sio

Classificacdo: «sem citotoxicidade» arredondadas. Classificacdo: «citotoxicidade»

Viabilidade celular < 5%. As células estdo
completamente separadas e o contacto entre
elas é interrompido. As células sdo arredonda-
das. Classificagdo: «citotoxicidade»
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B.67 ENSAIO DE MUTAC[\O GENETICA EM CELULAS DE MAMIFEROS IN VITRO COM O GENE DA TIMIDINA-CINASE

INTRODUCAO

1. O presente método de ensaio é equivalente a Test Guideline 490 (2016) da OCDE. Os métodos de ensaio sdo
analisados e revistos periodicamente a luz do progresso cientifico, das necessidades normativas e do bem-estar
dos animais. O ensaio do linfoma do rato (MLA) e o ensaio TK6 com o locus da timidina-cinase (TK) estavam
originalmente incluidos no método de ensaio B.17. Posteriormente, o grupo de trabalho de peritos do AML do
International Workshop for Genotoxicity Testing (IWGT) desenvolveu recomendagdes harmonizadas a nivel inter-
nacional de critérios de aceitagdo e interpretacdo dos dados para o MLA (1)(2)(3)(4)(5), tendo estas recomendacdes
sido incorporadas no novo método de ensaio B.67. O presente método de ensaio foi concebido para o ensaio MLA e,
dado que utiliza também o l6cus TK, para o ensaio TK6. Embora o MLA tenha sido amplamente utilizado para fins
normativos, o TK6 tem sido utilizado com muito menos frequéncia. Note-se que, apesar da semelhanca entre os
parametros, as duas linhas celulares nio sdo permutiveis e os programas de regulamentacio podem manifestar
preferéncia no respeitante a uma determinada utilizacdo regulamentar. Por exemplo, a validagdo do MLA demonstrou
que o método é adequado para detetar ndo s6 as mutagdes genéticas, mas também a capacidade de um produto
quimico em estudo para induzir danos cromossémicos estruturais. O presente método faz parte 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 introduzidas nas
orientacdes da OCDE neste dominio (6).

2. O objetivo dos ensaios de mutagio genética de células de mamiferos in vitro é detetar mutagdes genéticas induzidas
por produtos quimicos. As linhas celulares utilizadas nestes ensaios indicam mutagdes em genes repdrteres, nomea-
damente no gene da timidina-cinase enddgeno (TK para células humanas e Tk para células de roedores, coletivamente
designadas TK). O presente método de ensaio destina-se a ser utilizado com duas linhas celulares: a linha celular
L5178Y TK'~3.7.2C do linfoma do rato (geralmente designada L5178Y) e a linha celular linfoblastoide humana
TK6 (geralmente designada TK6). Embora as duas linhas variem devido a sua origem, crescimento celular, estatuto
p53, etc, os ensaios da mutagdo do gene Tk podem ser realizados de forma semelhante em ambos os tipos de
células, conforme descrito no presente método de ensaio.

3. A natureza autossémica e heterozigética do gene da timidina-cinase permite detetar colénias vidveis cujas células sdo
deficientes em enzima timidina-cinase ap6s a mutacio de TK*/~ para TK/". Essa deficiéncia pode resultar de eventos
genéticos que afetam o gene Tk, incluindo mutagdes genéticas (mutagdes pontuais, mutacdes que deslocam o quadro
de leitura, supressio de pequenas sequéncias, etc.) e eventos cromossémicos (supressio de grandes sequéncias e
rearranjos cromossomicos, recombinagio mitética). Estes tltimos sdo expressos em perdas de heterozigosidade, que é
uma mudanga genética comum de genes supressores tumorais na tumorigénese humana. Teoricamente, a perda de
todo o cromossoma que comporta o gene Tk na sequéncia de perturbagdes do fuso mitético efou ndo disjungio
mitdtica pode ser detetada no MLA. Com efeito, uma combinacio de andlises citogenéticas e moleculares mostra
claramente que alguns TK mutantes do MLA resultam da auséncia de disjungdo. No entanto, a andlise das provas
mostra que os ensaios de mutagdo do gene Tk ndo permitem detetar de forma fidvel a aneugénese aplicando critérios
normais de citotoxicidade (descritos no presente método de ensaio), pelo que ndo é adequado utilizar estes ensaios
para detetar a aneugénese (7)(8)(9).

4. A mutacio do gene Tk gera duas classes fenotipicas distintas de mutantes TK: os mutantes de crescimento normal,
que crescem ao mesmo ritmo que as células heterozigéticas TK, e os mutantes de crescimento lento, que crescem
com periodos de duplicagdo longos. Os mutantes de crescimento normal e de crescimento lento sdo reconhecidos
como mutantes de colénia grande e mutantes de col6nia pequena no MLA e como mutantes de colénia répida e
mutantes de colénia tardia no TK6. Foi explorada aprofundadamente a natureza molecular e citogenética dos
mutantes do MLA de colénia grande e colénia pequena (8) (10) (11) (12) (13). A natureza molecular e citogenética
dos mutantes TK6 de col6nia répida e de colénia tardia foram também objeto de estudo exaustivo (14) (15) (16)
(17). Os mutantes de crescimento lento de ambos os tipos de células sofreram danos genéticos que envolvem genes
putativos reguladores do crescimento perto do lécus do TK e que resultam em tempos de duplicagio prolongados e
na formacio de coldnias tardias ou pequenas (18). A indugio de mutantes de crescimento lento foi associada a agio
de produtos quimicos que induzem grandes variagdes estruturais ao nivel do cromossoma. As células cujo dano ndo
implica o(s) gene(s) putativo(s) regulador(es) do crescimento perto do 16cus do TK crescem a ritmos similares aos das
células parentais e tornam-se mutantes de crescimento normal. A indu¢do de mutantes de crescimento normal estd
associada a produtos quimicos que funcionam principalmente como mutagénicos pontuais. Por conseguinte, é
essencial contar tanto os mutantes de crescimento lento como os mutantes de crescimento normal para recuperar
todos os mutantes e fornecer informagdes sobre o(s) tipo(s) de danos (mutagénicos/clastogénicos) induzidos pelo
produto quimico em estudo (10) (12) (18) (19).
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5. O método de ensaio estd estruturado de modo a fornecer informagdes gerais aplicdveis tanto ao MLA como ao TKS6,
e orientacdes especificas para os ensaios individuais.

6. As defini¢des utilizadas constam do apéndice 1.

CONSIDERACOES INICIAIS E LIMITACOES

7. Os ensaios realizados in vitro exigem geralmente a utilizagio de uma fonte exdgena de ativagdo metabdlica. Os
sistemas exogenos de ativagio metabdlica ndo reproduzem totalmente as condigdes in vivo.

8. Deve ter-se o cuidado de evitar condigdes suscetiveis de conduzir a resultados falsos positivos (ou seja, possivel
interagdo com o sistema de ensaio) ndo causados pela interagdo direta entre o produto quimico em estudo e o
material genético da célula; essas condicdes incluem variagdes do pH ou da pressdo osmotica, a interagdo com os
componentes do meio (20) (21) ou niveis excessivos de citotoxicidade (22)(23)(24). No MLA e no TK6, é considerada
excessiva uma citotoxicidade que exceda os niveis de citotoxicidade méxima recomendados, estabelecidos no ponto
28. Além disso, é de notar que os produtos quimicos em estudo andlogos da timidina, ou com comportamento
idéntico aos produtos andlogos da timidina, podem aumentar a frequéncia de mutagio por via do crescimento
seletivo dos mutantes espontdneos durante o tratamento celular, exigindo métodos de ensaio complementares para
uma avaliacio adequada (25).

. o caso dos nanomateriais fabricados, podem ser necessarias adaptacdes especificas ao presente método de ensaio,
9. No caso dos teriais fabricados, podem s ssdrias adapt. s especificas sent todo de ens
que ndo sdo descritas no mesmo.

10. Antes da aplicagio do método de ensaio a uma mistura para obter dados com fins normativos, importa ponderar se
— ¢, em caso afirmativo, por que motivo — o método pode proporcionar resultados adequados para o efeito. Essas
considera¢des ndo sdo necessdrias se existir um requisito regulamentar para o ensaio da mistura.

11. As células mutantes deficientes em atividade enzimatica da timidina-cinase devido a uma mutacdo TK'I™ para TK~
sdo resistentes aos efeitos citostaticos do andlogo de pirimidina da trifluorotimidina (TFT). As células que dispdem de
timidina-cinase sdo sensiveis ao TFT, que causa inibi¢io do metabolismo celular e impede a divisio da célula. Logo,
as células mutantes podem proliferar na presenga de TFT, o que ndo acontece com as células que contém a enzima
timidina-cinase.

PRINCIPIO DO ENSAIO

12. As células em suspensdo sio expostas ao produto quimico em estudo, com e sem uma fonte exgena de ativagio
metabdlica (ver ponto 19), por um periodo adequado (ver ponto 33), e, em seguida, subcultivadas para determinar a
citotoxicidade e permitir a expressdo fenotipica antes da selecdo de mutantes. A citotoxicidade é determinada pelo
crescimento relativo total (RTG, ver ponto 25), para o MLA, e pela sobrevivéncia relativa (RS, ver ponto 26), para o
TK6. As culturas expostas sdo mantidas em meio de crescimento durante um periodo suficiente, especifico de cada
tipo de célula (ver ponto 37), por forma a permitir uma expressio fenotipica tio boa quanto possivel das mutacdes
induzidas. Ap6s a expressdo fenotipica, determina-se a frequéncia de mutagdo mediante a inoculagio de um ndmero
conhecido de células num meio que contenha o agente seletivo, para a detecdo de colénias mutantes, e num meio
sem agente seletivo, para determinar as respetivas eficiéncias de clonagem (viabilidade). Apdés um periodo de
incubacdo apropriado, procede-se a contagem das colénias. A frequéncia de mutagio é calculada com base no
ntimero de colénias mutantes corrigido pela eficiéncia de clonagem no momento da selecio dos mutantes.

DESCRICAO DO METODO
Preparacgoes

Células

13. Para 0 MLA: Dado o MLA ter sido foi desenvolvido e caracterizado com a sublinha TK*~ -3.7.2C das células
L5178Y, tem de se utilizar esta sublinha especifica. A linha celular L5178Y foi derivada de um linfoma num timo de
rato induzido por metilcolantreno DBA2 (26). Clive et al. trataram células L5178Y (designadas por Clive como TK*/*
-3) com metanossulfonato de etilo e isolaram um clone TK (designado TK - -3.7), usando bromodesoxiuridina
como agente seletivo. A partir do clone TK™, foram isolados e caracterizados para uso na AML um clone TK*/~
espontineo (designado TK*" -3.7.2) e um subclone (designado TK*—=3.7.20) (27). O cariétipo da linha celular
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encontra-se publicado (28) (29) (30) (31). O niimero modal de cromossomas é 40. Existe um cromossoma metacén-
trico (t12; 13) que deve ser contabilizado como cromossoma. O 16cus da TK do rato estd localizado na extremidade
distal do cromossoma 11. A linha celular L5178Y TK*/~ =3,7.2C tem mutagdes em ambos os alelos p53 e produz a
protefna mutante p53 (32) (33). O estatuto p53 da linha celular TK*3,7.2C é provavelmente responsavel pela
capacidade do ensaio para detetar danos em grande escala (17).

14. Para o TK6: O TK6 é uma linha celular linfoblastoide humana. A linha celular-mde é uma linha transformada pelo
virus de Epstein-Barr, WI-L2, originalmente derivada de um individuo do sexo masculino de 5 anos com esferocitose
hereditaria. O primeiro clone isolado, HH4, foi mutagenisado com ICR191, tendo sido gerada uma linha celular TK
heterozigética — TK6 (34). As células TK6 sdo quase diploides e o cariotipo representativo é 47, XY, 13+, t(14; 20),
t(3; 21) (35). O lécus da TK humana estd situado no brago longo do cromossoma 17. O TK6 é uma linha celular
competente em p53, pois possui uma sequéncia de p53 de tipo selvagem em ambos os alelos e exprime apenas
proteinas p53 do tipo selvagem (36).

15. Tanto para o MLA como para o TK6, quando se estabelece ou reconstitui uma solugdo de reserva celular primdria, é
aconselhdvel que o laboratério de ensaio possa garantir a auséncia de contaminacio por micoplasma, identifique o
cariétipo das células ou marque os cromossomas com o lécus da TK, e verifique o tempo de duplicagio da
populacio. Deve estabelecer-se o tempo normal do ciclo celular para as células utilizadas no laboratério de ensaio,
tempo esse que deve ser coerente com as caracteristicas celulares publicadas (16) (19) (37). Esta solugdo de reserva
celular primdria deve ser armazenada a uma temperatura ndo superior a -150 °C e usada para preparar todas as
solugdes de reserva de células de trabalho.

16. Quer antes do estabelecimento de um grande niimero de solugdes de reserva de trabalho criopreservadas, quer
imediatamente antes da sua utilizacio numa experiéncia, a cultura pode ter de ser limpa de células mutantes pré-
-existentes [a menos que a frequéncia de mutacio (MF) do controlo do solvente jd se encontre dentro da margem
admissivel — ver o quadro 2 para o MLA]. Para tal, utiliza-se metotrexato (aminopterina) para selecionar células
deficientes em TK e adicionar a cultura timidina, hipoxantina e glicina (L5178Y) ou 2-desoxicitidina (TK6), de forma
a garantir o crescimento 6timo das células competentes em TK (19)(38)(39) e (40), para TK6. Em (19) (31) (37) (39)
(41) podem encontrar-se orientacdes gerais sobre boas praticas de manutencdo de culturas celulares, bem como
aconselhamento especifico para as células L5178Y e TK6. Relativamente aos laboratérios que necessitam de solugdes
de reserva celulares primdrias para iniciar o0 MLA ou o TK6 ou para obter solu¢des de reserva de células principais,
estd disponivel um repositério de células bem caracterizadas (37).

Meios e condigdes de cultura

17. Em ambos os ensaios, devem utilizar-se meios de cultura e condi¢es de incubagdo adequados para a conservagdo das
culturas (por exemplo, recipientes de cultura, atmosfera humidificada com 5 % de CO,, temperatura de incubagdo de
37 °C). As culturas celulares devem ser sempre mantidas em condi¢des que assegurem o seu crescimento exponencial.
E particularmente importante escolher meios e condicdes de cultura que garantam um crescimento 6timo das células
durante o perfodo de expressdo e clonagem das células mutantes e ndo mutantes. Para o0 MLA e o TK6, é também
importante que as condi¢des de cultura garantam um crescimento 6timo dos mutantes TK, tanto de grande colénia
ou colénia rdpida como de pequena colénia ou colénia tardia. Para mais informagdes sobre a cultura, incluindo a
necessidade de aquecer adequadamente o soro de cavalo inativado, caso se utilize 0 meio RPMI durante a sele¢do de
mutantes, consultar (19) (31) (38) (39) (40) (42).

Preparacgio das culturas

18. As células sdo propagadas a partir de solugdes de reserva de culturas, inoculadas num meio de cultura a uma
densidade que permita que as culturas em suspensdo continuem a crescer exponencialmente durante o tratamento e
os periodos de expressio.

Ativacio metabdlica

19. Quando se utilizam as células L5178Y e TK6, deve recorrer-se a sistemas metabolizantes exdgenos, dado a sua
capacidade metabdlica endégena ser inadequada. O sistema que se utiliza com maior frequéncia, recomendado por
defeito — salvo justificacio em contrdrio — é uma fragdo pds-mitocondrial reforcada com co-fator (S9) preparada a
partir de figados de roedores (em geral, ratazanas) tratados com agentes de induc¢io enzimdtica, como, por exemplo,
Aroclor 1254 (43) (44) (45) ou uma mistura de fenobarbital e f-naftoflavona (46) (47) (48) (49) (50) (51). Esta
tltima combinagdo ndo ¢ contrdria a Convengdo de Estocolmo sobre Poluentes Orgénicos Persistentes (52) e
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comprovou-se ser tdo eficaz na indugdo de oxidases de fungdo mista como o Aroclor 1254 (45)(46)(47)(48)(49). A
fragdo S9 ¢ habitualmente utilizada em concentragdes na gama de 1% a 2 %, que podem ser aumentadas para a
10 % (v/v) no meio de ensaio final. 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.

Preparacio do produto quimico em estudo

20. Os produtos quimicos em estudo sélidos devem ser dissolvidos em solventes adequados e, se necessirio, diluidos
antes do tratamento das células (ver ponto 21). Os produtos quimicos es estudo liquidos podem ser adicionados
diretamente ao sistema de ensaio efou ser diluidos antes de serem utilizados no tratamento. Para o ensaio de
produtos quimicos gasosos ou voldteis, devem efetuar-se alteragdes adequadas aos protocolos normalizados, optando,
por exemplo, pelo tratamento em recipientes de cultura fechados (53)(54)(55). A preparacdo do produto quimico em
estudo deve ser feita imediatamente antes do tratamento, a menos que os dados de estabilidade demonstrem que
pode ser armazenado.

CONDICOES DE REALIZACAO DO ENSAIO

Solventes

21. 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 ativagio metabdlica.
Sempre que possivel, recomenda-se a utilizagdo de um solvente (ou meio de cultura) aquoso. A dgua e o dimetil-
sulféxido, por exemplo, sdo solventes cujo desempenho é bem conhecido. No meio de tratamento final, os solventes
organicos ndo devem exceder, em geral, 1 % (v/v) e os solventes aquosos (salinos ou dgua) ndo devem exceder 10 %
(v[v). Se forem utilizados solventes cujo desempenho nio 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,
bem como a inexisténcia de genotoxicidade a concentracdo utilizada. Na auséncia de dados comprovativos, é
importante incluir amostras de controlo ndo tratadas (ver apéndice 1, «Defini¢des») para demonstrar que o solvente
escolhido ndo tem efeitos deletérios ou mutagénicos.

MEDICAO DA CITOTOXICIDADE E ESCOLHA DAS CONCENTRACOES DE TRATAMENTO

22. Ao determinar a concentragdo médxima a ensaiar do produto quimico em estudo, devem evitar-se concentragdes
passiveis de gerar respostas positivas falsas, como as que produzam citotoxicidade excessiva (ver ponto 28), preci-
pitacdo no meio de cultura (ver ponto 20) ou alteragdes pronunciadas do pH ou da pressio osmotica (ver ponto 8).
Se, ao ser adicionado, o produto quimico em estudo causar uma alteracio pronunciada do pH do meio, este pode ser
ajustado por tamponamento do meio de tratamento final, de modo a evitar falsos resultados positivos e manter
condi¢des de cultura adequadas.

23. A selegdo da concentracio baseia-se na citotoxicidade e noutras consideragdes (ver pontos 27-30). Embora a
avaliagdo da citotoxicidade num ensaio preliminar possa ser qtil para definir melhor as concentragdes a utilizar
no ensaio principal, ndo ¢ indispensdvel realizar esse ensaio. Mesmo no caso de se proceder a uma avaliagio
preliminar da citotoxicidade, continua a ser necessdria a determinagdo da citotoxicidade em cada cultura no ensaio
principal. Se for realizado um ensaio de determinagdo da gama de concentracdes, este deve abranger uma vasta gama
e pode terminar no dia 1 apds o tratamento ou prolongar-se durante os dois dias de expressdo, até a selecio de
mutantes (caso se verifique que as concentra¢des utilizadas sdo adequadas).

24. Deve determinar-se a citotoxicidade para cada cultura de ensaio e para cada cultura de controlo: os métodos para
MLA (2) e TK6 (15) sdo definidos por préticas acordadas a nivel internacional.

25. Tanto para o dgar como para as variantes micropocos do MLA: deve avaliar-se a citotoxicidade utilizando o
crescimento relativo total (RTG) originalmente definido por Clive e Spector em 1975 (2). Esta medida inclui a
suspensdo relativa do crescimento durante o tratamento das células (RSG: cultura de ensaio versus controlo do
solvente), o tempo de expressdo e a eficiéncia relativa de clonagem no momento em que os mutantes sio selecio-
nados (RCE: cultura de ensaio versus controlo do solvente) (2). Note-se que a RSG inclui todas as perdas de células
que ocorram na cultura de ensaio durante o tratamento (ver férmulas no apéndice 2).
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26. Para o TK6: A citotoxidade deve ser avaliada utilizando a taxa de sobrevivéncia relativa (RS), ou seja, a eficiéncia de
clonagem das células colocadas em placas imediatamente apds o tratamento, ajustada para ter em conta qualquer
perda de células durante o tratamento, com base na contagem de células em comparagio com o controlo negativo
(taxa de sobrevivéncia de 100 %) (ver a férmula no apéndice 2).

27. Devem avaliar-se pelo menos quatro concentragdes de ensaio (ndo incluindo os controlos de solvente e positivos) que
satisfagam os critérios de aceitabilidade (citotoxicidade adequada, niimero de células, etc.). Embora seja aconselhdvel a
utilizagdo de culturas em duplicado, sdo igualmente aceitdveis culturas Gnicas em todas as concentra¢des a ensaiar. Os
resultados obtidos com culturas replicadas independentes, a uma dada concentragdo, devem ser comunicados sepa-
radamente, mas podem ser agrupados para a andlise de dados (55). No caso dos produtos quimicos que demonstrem
pouca ou nenhuma citotoxicidade, sdo normalmente adequadas concentra¢des espacadas por um fator de 2 a 3.
Quando se observa citotoxicidade, as concentra¢des escolhidas devem abranger uma gama com inicio na concen-
tragdo que produz citotoxicidade, conforme descrito no ponto 28, e que inclua as concentracdes as quais se observa
pouca ou nenhuma citotoxicidade. Muitos produtos quimicos em estudo apresentam curvas concentragio-resposta
com declive acentuado, pelo que, para abranger toda a gama de citotoxicidade ou para estudar em pormenor a
relagio dose-resposta, serd necessdrio recorrer a concentragdes menos espacadas e a mais de quatro concentracdes,
em especial nos casos em que for necessdrio repetir o ensaio (ver ponto 70). A utilizagdo de mais de quatro
concentragdes pode ser particularmente importante quando se utilizam culturas tnicas.

28. Se a concentragio mdaxima se basear na citotoxicidade, a concentragdo mais elevada deverd visar entre 20 % e 10 %
de RTG para o MLA e entre 20 % e 10 % de RS para o TK6 (ponto 67).

29. No caso de produtos quimicos pouco solveis que ndo sejam citotoxicos a concentragdes inferiores a concentragio
insoltvel minima, a maior concentragio analisada deve produzir, no final do tratamento com o produto quimico em
estudo, turbidez ou um precipitado visivel a olho nu ou com o auxilio de um microsc6pio invertido. Mesmo no caso
de se observar citotoxicidade acima da menor concentragdo insoltvel, é conveniente ensaiar uma tinica concentragdo
que produza turbidez ou um precipitado visivel, devido aos efeitos falsos que possam ser induzidos pelo precipitado.
Dado que os ensaios MLA e TK6 utilizam culturas em suspensdo, deve ter-se o cuidado de assegurar que os
precipitados ndo interferem com a realizagio do ensaio. Neste contexto, pode igualmente ser ttil determinar a
solubilidade no meio de cultura antes do ensaio.

30. Se ndo se observar precipitado nem citotoxicidade condicionante, a maior concentragio ensaiada deve corresponder a
menor das seguintes concentragdes: 10 mM, 2 mg/ml ou 2 pl/ml (57)(58). Se o produto quimico em estudo nio tiver
composicdo definida (caso, p. ex., de uma substancia de composigdo desconhecida ou varidvel, de produtos de reagdo
complexos ou de materiais bioldgicos [ou seja, substincias quimicas de composi¢do desconhecida ou varidvel
(UVCB)], de extratos ambientais, etc.), a concentragio de topo poderd ter de ser mais elevada (p. ex., 5 mg/ml) na
auséncia de citotoxicidade, para aumentar a concentracio de cada um dos componentes. Importa, contudo, notar que
estes requisitos podem diferir no caso de medicamentos para uso humano (59).

Controlos

31. Para cada uma das condi¢Oes experimentais, devem também realizar-se controlos negativos paralelos (ver ponto 21),
em que as células sdo expostas apenas ao solvente e ao meio de tratamento, procedendo-se do mesmo modo que
num ensaio normal.

32. Sdo necessdrios controlos positivos para demonstrar a capacidade do laboratério para identificar mutagénios nas
condigdes do protocolo de ensaio, a eficicia do sistema exdgeno de ativagdo metabodlica — se pertinente — e para
detetar de forma adequada mutantes TK de colénias pequenasftardias e de colbnias grandes/rdpidas. O quadro 1
apresenta exemplos de controlos positivos. Se tal se justificar, podem utilizar-se outras substancias de controlo
positivo. Dado que os ensaios de toxicidade genética in vitro em células de mamiferos estio suficientemente nor-
malizados no que respeita a tratamentos paralelos de curta duragdo (3-4 horas) com e sem ativagio metabdlica por
periodo idéntico, o recurso a produtos quimicos de controlo positivo pode limitar-se a um mutagénico que necessite
de ativagdo metabdlica. Neste caso, a resposta de controlo positivo tinica demonstrard a atividade do sistema de
ativagdo metabolica e a capacidade de resposta do sistema de ensaio. No entanto, devem efetuar-se controlos
positivos para os tratamentos de longa duragio (24 horas sem S9), 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
concentragdes a que se prevé um aumento detetdvel e reprodutivel relativamente a base, a fim de demonstrar a
sensibilidade do sistema de ensaio; a resposta ndo deve ser comprometida pela citotoxicidade, de modo a exceder os
limites especificados no método de ensaio (ver ponto 28).
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Quadro 1

Substincias de referéncia recomendadas para avaliagio da competéncia técnica de um laboratério e para a
selecio dos controlos positivos

Categoria Substancia N.° CAS

1. Mutagénios ativos sem ativagdo metabdlica

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

2. Mutagénios que necessitam de ativagdo metabdlica

Benzo[a]pireno 50-32-8
Ciclofosfamida mono-hidratada 50-18-0 (6055-19-2)
7,12-Dimetilbenzoantraceno 57-97-6
3-Metilcolantreno 56-49-5
PROCEDIMENTO

Tratamento com o produto quimico em estudo

33. As células em proliferagdo sdo expostas ao produto quimico em estudo na presenga e na auséncia de um sistema de
ativacio metabdlica. A exposi¢io deve ter uma duracdo adequada (normalmente, de 3 a 4 horas). Importa, contudo,
notar que estes requisitos podem diferir no caso de medicamentos para uso humano (59). No caso do MLA, se o
tratamento de curta duragdo produzir resultados negativos e existirem dados que sugiram a necessidade de um
tratamento mais longo [por exemplo, dispositivos andlogos dos nucleésidos, produtos quimicos pouco soluveis, (5)
(59)], deve ponderar-se a possibilidade de prolongar o ensaio — por exemplo, 24 horas sem S9.

34. O ndmero minimo de células utilizado para cada cultura (controlada e tratada), em cada fase do ensaio, deve basear-
-se na frequéncia de mutagdo espontanea. Uma orientagdo genérica consiste em tratar e passar células suficientes em
cada cultura experimental para manter, no minimo, 100 mutantes espontineos em todas as fases do ensaio
(tratamento, expressio fenotipica e selecio de mutantes) (56).

35. Para 0 MLA, a frequéncia de mutagio espontinea recomendada aceitvel situa-se entre 35-140 x 107® (versio 4gar) e
50-170 x 1075 (versdo micropogo) (ver quadro 2). Para ter pelo menos 10 e, idealmente, 100 mutantes espontineos
sobreviventes ao tratamento em cada cultura de ensaio, é necessdrio tratar pelo menos 6 x 10® células. O tratamento
deste nimero de células e a manutengdo de um niimero suficiente de células durante a fase de expressio e de
clonagem para selecio de mutantes assegura um niimero suficiente de mutantes espontaneos (10 ou mais) em todas
as fases da experiéncia, mesmo para as culturas tratadas em concentragdes que resultam numa citotoxicidade de 90 %
(medida por um RTG de 10 %) (19) (38) (39).

36. Para o TK6, a frequéncia de mutagio espontanea é, em geral, entre 2 e 10 x 107, Para ter, pelo menos, 10 mutantes
espontineos sobreviventes ao tratamento em cada cultura, é necessdrio tratar, pelo menos, 20 x 10° células. O
tratamento deste niimero de células assegura um niimero suficiente de mutantes espontaneos (10 ou mais), mesmo
nas culturas tratadas com concentragdes que provoquem 90 % de citotoxicidade durante o tratamento (10 % RS).
Além disso, deve cultivar-se um ntimero suficiente de células durante o periodo de expressio, colocadas em placas
para selecio de mutantes (60).
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Periodo de expressdo fenotipica e determinacio da citotoxicidade e da frequéncia de mutacio

37. No final do periodo de exposicdo, as células sdo cultivadas por um determinado periodo, para permitir a expressio
fenotipica quase 6tima das mutacdes recentemente induzidas, especificas de cada linha celular. Para o0 MLA, o periodo
de expressdo fenotipica é de 2 dias. Para o TK6, é de 3-4 dias. Se for utilizado um tratamento de 24 horas, o periodo
de expressio tem inicio ap6s o final do tratamento.

38. Durante o periodo de expressdo fenotipica, as células sdo contadas diariamente. Para o MLA, as contagens de células
didrias sdo utilizadas para calcular o crescimento didrio da suspensdo (SG). Ap6s o periodo de expressdo de 2 dias, as
células sdo suspensas num meio com e sem agente seletivo, para a determinacio do niimero de mutantes (placas de
selecdo) e da eficiéncia de clonagem (placas de viabilidade), respetivamente. No caso do MLA, existem dois métodos
igualmente aceitdveis de clonagem para selecio de mutantes: um que utiliza dgar macio e outro que utiliza meio
liquido em placas de 96 pogos (19) (38) (39). A clonagem no TK6 ¢ efetuada com um meio liquido e placas de 96
pocos (16).

39. A trifluorotimidina (TFT) é o tnico agente seletivo recomendado para mutantes TK (61).

40. Para o MLA, as placas de dgar e as placas de micropocos sdo contadas ap6s 10 a 12 dias de incubacio. No que diz
respeito ao TK6, as colénias em placas de micropogos sdo contadas apds 10 a 14 dias, para a detecdo de mutantes
precoces. A fim de recuperar os mutantes TK6 de crescimento lento (aparecimento tardio), é necessdrio voltar a
expor as células a um meio de crescimento e a TFT ap6s contagem dos mutantes precoces, e incubar as placas
durante mais 7-10 dias (62). Ver pontos 42 e 44 para uma reflexdo sobre a contagem dos mutantes TK de
crescimento lento e normal.

41. O apéndice 2 especifica os cdlculos adequados para os dois ensaios, incluindo os dois métodos (dgar e micropogo)
para o MLA. No respeitante a0 método dgar do MLA, as coldnias sdo contadas e o niimero de coldnias mutantes
ajustado pela eficiéncia de clonagem para calcular uma MF. Quanto a versio de micropogos do MLA e do TK6, a
eficiéncia de clonagem das placas de selegdo e de clonagem é determinada de acordo com a distribui¢do de Poisson
(63). Calcula-se a MF é calculada a partir destas duas eficiéncias de clonagem.

Caracterizagio de colonias mutantes

42. No MLA, se o produto quimico em estudo for positivo (ver pontos 62 e 63), deve proceder-se a caracterizacio das
col6nias por dimensdo ou por crescimento em, pelo menos, uma das culturas de ensaio (geralmente a concentragdo
positiva mais elevada aceitavel) e nos controlos negativos e positivos. Se o produto quimico em estudo for negativo
(ver ponto 64), a caracterizacio das colénias mutantes deve basear-se nos controlos negativos e positivos. No método
dos micropocos do MLA, as colénias de mutantes pequenas s3o definidas como as que cobrem menos de 25 % do
diametro do pogo e as colénias de mutantes grandes como as que cobrem mais de 25 % do didmetro do pogo. No
método do dgar, é utilizado um contador de colénias automadtico para contar as colénias mutantes e para medigdo
do tamanho das colénias. As abordagens relativas a medicdo do tamanho das colonias constam das referéncias
bibliograficas (19) (38) (40). E necessdrio caracterizar as colénias nos controlos negativos e positivos para demonstrar
que os estudos sdo realizados de modo adequado.

43. O produto quimico em estudo ndo pode ser considerado negativo se ndo se detetarem adequadamente colénias de
mutantes grandes e colénias de mutantes pequenas no controlo positivo. A caracterizagdo das col6nias pode ser
usada para obter informacdes gerais sobre a capacidade do produto quimico em estudo de provocar mutagdes
pontuais efou eventos cromossomicos (ponto 4).

44. TK6: Os mutantes de crescimento normal e de crescimento lento sio diferenciados pela diferenca do tempo de
incubagdo (ver ponto 40). Para o TK6, em geral, os mutantes precoces e tardios sdo contados em todas as culturas,
incluindo os controlos negativos e positivos. A caracterizagdo das colénias dos controlos negativos e positivos é
necessdria para demonstrar que os estudos sdo realizados de modo adequado. O produto quimico em estudo ndo
pode ser considerado negativo se ndo for adequadamente detetada no controlo positivo a presenca de mutantes
precoces e tardios. A caracterizacdo das colénias pode ser usada para fornecer informagdes gerais sobre a capacidade
do produto quimico em estudo de provocar mutagdes pontuais efou eventos cromossémicos (ponto 4).
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Competéncia técnica do laboratério

45. A fim de demonstrar que possui experiéncia suficiente com o ensaio antes de o realizar de forma rotineira, o
laboratério deve ter realizado uma série de experiéncias com substancias de referéncia positivas, que atuem através de
diferentes mecanismos (pelo menos uma substincia ativa com ativacio metabdlica e uma substincia ativa sem
ativacdo metabdlica, selecionadas a partir das substancias enumeradas no quadro 1), e vérios controlos negativos
(culturas ndo tratadas e vérios solventes/veiculos). As respostas observadas aos controlos positivos e negativos devem
ser coerentes com as referéncias bibliograficas. Este requisito ndo ¢ aplicdvel a laboratérios com experiéncia, isto é,
que disponham de uma base de dados histéricos, tal como se define nos pontos 47-50. No caso do MLA, os valores
obtidos para os controlos positivos e negativos devem ser coerentes com as recomendagdes do IWGT (ver quadro 2).

46. Deve estudar-se uma selegdo de substancias de controlo positivo (ver quadro 1), com tratamentos curtos e longos (se
forem utilizados tratamentos longos) na auséncia de ativagio metabdlica, bem como com tratamentos curtos na
presenga de ativacdo metabdlica, com vista a demonstrar competéncia técnica para detetar produtos quimicos
mutagénicos, determinar a eficicia do sistema de ativagdo metabdlica e demonstrar a adequagio das condi¢des de
crescimento das células durante o tratamento, a expressdo fenotipica, a selecio de mutantes e os procedimentos de
contagem. A gama de concentracdes das substancias selecionadas deve ser escolhida de forma a proporcionar
aumentos reprodutiveis e dependentes da concentracgio relativamente ao nivel de base, que permitam demonstrar
a sensibilidade e a gama dinidmica do sistema de ensaio.

Dados histdricos de controlo

47. O laboratério deve elaborar:

— um historial da gama e da distribui¢do dos controlos positivos;

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

48. Quando se obtém os primeiros dados para uma distribuicio histérica do controlo negativo, os controlos negativos
paralelos devem ser coerentes com os dados de controlo negativo publicados. A medida que forem sendo adicio-
nados mais dados experimentais a distribui¢do dos controlos, os controlos negativos em paralelo devem, de prefe-
réncia, situar-se dentro dos limites de controlo de 95 % daquela distribuicdo (64) (65).

49. A base de dados histéricos de controlo negativo deve ser inicialmente constituida por um minimo de 10 experién-
cias, embora de preferéncia, seja constituida por, pelo menos, 20 experiéncias efetuadas em condi¢des compardveis.
Os laboratdrios devem utilizar métodos de controlo de qualidade, como grificos de controlo [p. ex., grificos C ou
graficos de barras (65)], para identificar a variabilidade dos seus dados de controlo positivo e negativo e demonstrar
que, no seu laboratério, a metodologia estd sob controlo (66). A referéncia bibliogréfica (64) contém mais infor-
magOes e recomendagdes sobre a forma de obter e utilizar os dados histdricos.

50. Os dados de controlo negativo devem consistir em frequéncias de mutagdo em culturas tinicas ou, de preferéncia,
replicadas, conforme descrito no ponto 27. Os controlos negativos em paralelo devem, de preferéncia, situar-se
dentro dos limites de controlo de 95 % da distribuicdo da base de dados histéricos do laboratdrio sobre o controlo
negativo. Os dados do controlo negativo que se situem fora dos limites de controlo de 95 % podem ser aceitdveis
para inclusdo no historial de distribui¢do de controlo se ndo forem valores extremos, se houver indicios de que o
sistema de ensaio estd sob controlo (ver ponto 49) e se ndo houver indicios de erros humanos ou técnicos.

51. As eventuais altera¢des ao protocolo experimental devem ser ponderadas em fungdo da coeréncia dos dados com as
bases de dados histdricos de controlo do laboratério. As incoeréncias de monta devem conduzir a constituicio de
uma nova base de dados histéricos de controlo.



L 247/242 Jornal Oficial da Unido Europeia 26.9.2019

DADOS E RELATORIOS

Apresentacio dos resultados

52. A apresentagio de dados para o MLA e para o TK6 deve incluir, no respeitante as culturas tratadas e de controlo, os
dados necessdrios para o cilculo da citotoxidade (RTG ou RS, respetivamente) e das frequéncias de mutagdo,
conforme a seguir se descreve.

53. No caso do MLA, devem ser fornecidos dados de cultura individuais para a RSG, o RTG, a eficiéncia de clonagem no
momento da sele¢do de mutantes e o niimero de colénias mutantes (na versio dgar) ou o niimero de pogos vazios
(na versdo micropocos). A MF deve ser expressa em niimero de células mutantes por milhdo de células sobreviventes.
Se a resposta for positiva, devem fornecer-se as MF das pequenas e grandes colénias (efou a percentagem da MF total)
para, pelo menos, uma concentracio do produto quimico em estudo (geralmente a concentragio positiva mais
elevada) e para os controlos negativos e positivos. Em caso de resposta negativa, devem indicar-se as MF das col6nias
grande e pequena para o controlo negativo e o controlo positivo.

54. No que diz respeito ao TK6, devem fornecer-se dados de cultura individuais para a RS, a eficiéncia de clonagem no
momento da selecio de mutantes e o nimero de pogos vazios de mutantes precoces e tardios. A MF deve ser
expressa em nimero de células mutantes por nimero de células sobreviventes, incluindo a MF total e a MF (efou a
percentagem da MF total) dos mutantes precoces e tardios.

Critérios de aceitabilidade

55. Antes da determinagdo dos resultados globais relativos a um dado produto quimico em estudo, devem estar
cumpridos os seguintes critérios, tanto para o MLA como para o TK6:

— Foram ensaiadas duas condi¢des experimentais (tratamento curto com e sem ativagio metabdlica — ver ponto 33),
salvo se uma tiver dado resultados positivos.

— Deve ser possivel analisar um ntimero adequado de células e concentracdes (ver pontos 27 e 34-36).
— Os critérios de sele¢do da concentragdo mdaxima sdo coerentes com os descritos nos pontos 28 a 30.

Critérios de aceitabilidade dos controlos negativos e positivos

56. A andlise de um volume importante de dados pelo grupo de trabalho de peritos do IWGT sobre o MLA resultou
num consenso internacional quanto aos critérios de aceitabilidade especificos do MLA (1) (2) (3) (4) (5). Por
conseguinte, o presente método de ensaio formula recomendagdes especificas para determinar a aceitabilidade dos
controlos negativos e positivos e para a avaliagio dos resultados das vdrias substincias no MLA. Para o TK6, a base
de dados é muito mais reduzida e ndo foi avaliada por um grupo de trabalho.

57. Em relagdo ao MLA, cada experiéncia deve ser avaliada de modo a verificar se as amostras de controlo néo tratadas e
com solvente cumprem os critérios de aceitagdo do grupo de trabalho do IWGT sobre o MLA [(4) e quadro 2 infra]
no respeitante ao seguinte: (1) as MF (note-se que as MF aceitdveis para o IWGT diferem para as versdes dgar e de
micropocos do MLA), (2) a eficiéncia de clonagem (CE) no momento do processo da selecio de mutantes e (3) o
crescimento das suspensdes (SG) para o controlo do solvente (ver féormulas no apéndice 2).

Quadro 2
Critérios de aceitabilidade para o MLA

Parametro Método do dgar macio Método de micropogos
Frequéncia de mutagio 35 - 140 x10°° 50 — 170 x 10°°
Eficiéncia de clonagem 65 -120% 65 -120%

Crescimento da suspen- | 8-32 vezes (tratamento de 3 a 4 horas) 32- | 8-32 vezes (tratamento de 3 a 4 horas) 32-
sdo -180 vezes (tratamento de 24 horas, se | -180 vezes (tratamento de 24 horas, se rea-
realizado) lizado)
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58. No respeitante a0 MLA, cada ensaio deve também ser avaliado quanto & questdo de saber se o(s) controlo(s)
positivo(s) satisfaz(em), pelo menos, um dos dois critérios de aceitagdo seguintes, definidos pelo grupo de trabalho
do IWGT:

— O controlo positivo mostra um aumento absoluto da MF total, ou seja, um aumento em relacdo a MF espontinea
[uma MF induzida (IMF)] de, pelo menos, 300 x 107°. Pelo menos 40 % da IMF deve refletir-se na MF da colénia.

— O controlo positivo mostra um aumento da MF da colénia pequena de, pelo menos, 150 x 1075, em relacio a
observada na amostra de controlo nio tratada ou do solvente paralela (uma pequena colénia IMF de 150 x 1075).

59. No caso do TK6, um ensaio é aceitdvel se o controlo negativo paralelo for considerado aceitével para adi¢do a base
de dados histéricos de controlo negativo do laboratdrio, conforme descrito nos pontos 48 e 49. Além disso, os
controlos positivos paralelos (ver ponto 32) devem induzir respostas compativeis com as geradas na base de dados
histéricos de controlo positivo e produzir um aumento estatisticamente significativo em relacdo ao controlo negativo
paralelo.

60. Para ambos os ensaios, o limite superior de citotoxicidade observada na cultura de controlo positivo deve ser idéntico
ao das culturas experimentais, ou seja, 0 RTG/RS ndo deve ser inferior a 10 %. Basta utilizar uma tnica concentragdo
(ou uma das concentragdes das culturas de controlo positivo, se se utilizar mais do que uma concentragdo) para
demonstrar que os critérios de aceitacdo para o controlo positivo foram satisfeitos. Além disso, a MF do controlo
positivo deve situar-se dentro da gama aceitdvel estabelecida para o laboratério.

Avaliagio e interpretacio dos resultados

61. No que se refere a0 MLA, o Mouse Lymphoma Expert Workgroup do IWGT realizou um trabalho significativo sobre
a importancia bioldgica e os critérios de uma resposta positiva (4). Por conseguinte, o presente método de ensaio
apresenta recomendacdes especificas para a interpretacio dos resultados do produto quimico em estudo do MLA (ver
pontos 62-64). A base de dados do TK6 é muito mais reduzida e ndo foi avaliada por um grupo de trabalho. Por
conseguinte, as recomendacdes para a interpretacio dos dados para o TK6 sdo apresentadas em termos mais
genéricos (ver pontos 65-66). Existem recomendacdes adicionais para ambos os ensaios (ver pontos 67-71).

MLA

62. Recomenda-se a adogdo de uma abordagem para definir as respostas positivas e negativas, a fim de assegurar que o
nimero acrescido de MF ¢ biologicamente relevante. Em vez da andlise estatistica geralmente usada para outros
ensaios, o presente baseia-se no recurso a uma frequéncia de mutagdo induzida predefinida (ou seja, um aumento da
MF acima do controlo paralelo), designada «Fator de Avaliagdo Global» (GEF), baseada na andlise da distribuicdo do
controlo negativo dos dados sobre a MF dos laboratérios participantes (4). Para a versdo do dgar do MLA, o GEF é de
90 x 107° e para a versio dos micropocos do MLA o GEF é de 126 x 107°.

63. Se se verificar que sdo cumpridos todos os critérios de aceitabilidade, considera-se o produto quimico em estudo
inequivocamente positivo se, numa das condi¢des de ensaio examinadas (ver ponto 33), o aumento da MF acima dos
valores paralelos exceder o GEF e estiver relacionado com a concentragdo (por exemplo, utilizando uma andlise de
tendéncias). O produto quimico em estudo ¢ entdo considerado apto a induzir mutagdes, no contexto do sistema de
ensaio.

64. Se forem cumpridos todos os critérios de aceitabilidade, considera-se o produto quimico em estudo inequivocamente
negativo se, em todas as condigdes de ensaio examinadas (ver ponto 33), ndo se verificar uma resposta relacionada
com a concentracdo ou, caso se verifique um aumento da MF, este ndo exceder o GEF. Assim, o produto quimico
ndo ¢é considerado passivel de induzir mutagdes, no contexto do sistema de ensaio.
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TK6

65. Se forem cumpridos todos os critérios de aceitabilidade, considera-se o produto quimico em estudo inequivocamente
positivo se, em qualquer das condi¢des experimentais examinadas (ver ponto 33):

— pelo menos uma das concentragdes de ensaio apresentar um aumento estatisticamente significativo em relagio ao
controlo negativo,

— o aumento, avaliado com base numa andlise de tendéncias adequada, depender da concentragdo (ver ponto 33),

— nenhum dos resultados estiver fora da distribui¢do dos dados histéricos de controlo negativo (p. ex., limites de
controlo de 95 % com base numa distribuicdo de Poisson; ver ponto 48).

Se todos estes critérios forem preenchidos, considera-se o produto quimico em estudo passivel de induzir mutacdes
no ambito do presente sistema de ensaio. As referéncias bibliogrificas (66) (67) contém recomendagdes sobre os
métodos estatisticos mais adequados.

66. Se forem cumpridos todos os critérios de aceitabilidade, o produto quimico em estudo é considerado inequivoca-
mente negativo se, em todas as condi¢des experimentais examinadas (ver ponto 33):

— nenhuma das concentragdes de ensaio apresentar um aumento estatisticamente significativo em relagdo ao
controlo negativo,

— ndo se observar qualquer aumento dependente da dose, numa avaliacio feita com base numa andlise de ten-
déncias adequada.

— todos os resultados se situarem dentro da distribui¢do dos dados histéricos de controlo negativo (p. ex., limites de
controlo de 95 % com base numa distribuicdo de Poisson; ver ponto 48).

Nesse caso, considera-se que o produto quimico nio é passivel de induzir mutacdes, no contexto do sistema de
ensaio.

Para o0 MLA e o TKé6:

67. Se a concentragio maxima se basear na citotoxicidade, a concentragio mais elevada deverd estar entre 20 % e 10 %
do RTG/RS. E consensual que se deve ter cuidado ao interpretar os resultados positivos apenas entre 20 % e 10 % do
RTG/RS e que um resultado ndo deve ser considerado positivo se o aumento da MF ocorrer apenas a 10 % do
RTG/RS ou abaixo deste valor (se avaliado) (2) (59).

68. Em alguns casos, certas informacdes adicionais podem ajudar a determinar que um produto quimico em estudo nio
é mutagénico, se ndo existir nenhuma cultura com um valor de RTG compreendido entre 10 e 20 % do RTG/RS.
Estas situacOes definem-se do seguinte modo: (1) ndo hd provas de mutagenicidade (por exemplo, inexisténcia de
resposta as doses, de frequéncias de mutagdo acima das observadas nas gamas de controlo negativo paralelas ou
histéricas, etc.) numa série de pontos de dados compreendida entre 100 % e 20 % do RTG/RS, observando-se, pelo
menos, um ponto de dados entre 20 % e 25 % do RTGJRS; (2) ndo hd provas de mutagenicidade (por exemplo,
iexisténcia de resposta as doses, de frequéncias de mutacdo acima das observadas nas gamas de controlo negativo
paralelas ou histéricas, etc.) numa série de pontos de dados entre 100 % e 25 % do RTGJRS, observando-se um
ponto negativo ligeiramente inferior a 10 % do RTG/RS. Em ambas as situagdes, o produto quimico em estudo pode
ser considerado negativo.

69. Ndo hd nenhuma exigéncia concreta para a verificagio de uma resposta inequivocamente positiva ou negativa.

70. No caso de a resposta ndo ser inequivocamente positiva nem inequivocamente negativa, como se descreveu, e/ou
para se tirarem conclusdes quanto a importancia bioldgica do resultado, os dados devem ser avaliados por peritos
efou ser objeto de estudos complementares. Pode ser ttil proceder a um ensaio de repeti¢do, eventualmente alterando
as condi¢es experimentais (intervalo diferente entre as concentra¢des — para aumentar a probabilidade de atingir
pontos de dados entre 10 e 20 % do RTG/RS —, condi¢des de ativagio metabdlica diferentes — p. ex., concentracdo ou
origem do S9 — e duragdo diferente do tratamento).
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71. Em casos raros, mesmo apds a realizagdo de estudos complementares, os dados obtidos ndo permitem concluir por
um resultado positivo ou negativo. Nessas circunstancias, deve concluir-se que a resposta do produto quimico em
estudo é ambigua (interpretada como igualmente suscetivel de ser positiva ou negativa).

RELATORIO DE ENSAIO

72. O relatério do ensaio deve incluir as seguintes informagdes:
Produto quimico em estudo:
— origem, nimero de lote e data-limite de utilizacdo, se conhecidos;
— estabilidade do produto quimico em estudo, se conhecida;
— solubilidade e estabilidade do produto quimico em estudo no solvente, se conhecidas;

— medi¢do do pH, da pressio osmética e da quantidade de precipitado no meio de cultura ao qual foi adicionado o
produto quimico em estudo, consoante o que for adequado.

Substancia monocomponente:
— aspeto fisico, hidrossolubilidade e outras propriedades fisico-quimicas pertinentes;

— dados de identificacio quimica, como as denomina¢des IUPAC ou CAS, niimero CAS, cbdigo SMILES ou InChl,
férmula estrutural, pureza, identidade quimica das impurezas, se justificado e exequivel, etc.

Substancias multicomponentes, UVCB e misturas:

— caracterizada, na medida do possivel, pela identidade quimica (ver acima), ocorréncia quantitativa e principais
propriedades fisico-quimicas dos componentes.

Solvente:

— justificagio da escolha do solvente;

— percentagem de solvente no meio de cultura final.

Células:

Para as culturas principais de laboratério:

— tipo e origem das células e antecedentes no laboratério de ensaio;
— caracteristicas do caritipo efou nimero modal de cromossomas.
— métodos de manutencio das culturas celulares;

— auséncia de micoplasma;

— tempo de duplicagio celular.

Condigdes de realizagio do ensaio:

— justificagdo da escolha das concentra¢des e do ntimero de culturas de células, incluindo, por exemplo, dados
sobre a citotoxicidade e sobre as limitagdes de solubilidade;
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— composicdo dos meios, concentragio de CO,, nivel de humidade;

— concentracdo do produto quimico em estudo, expressa em concentragio final no meio de cultura (p. ex., pug ou
mg/ml ou mM do meio de cultura);

— concentracdo (efou volume) de solvente e de produto quimico em estudo adicionada ao meio de cultura;
— temperatura de incubagio;

— tempo de incubagio;

— duracio do tratamento;

— densidade celular durante a exposico;

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

— substancias de controlo positivo e negativo, concentragdes finais para cada condigdo de tratamento;

— duragio do periodo de expressio (incluindo o ndmero de células inoculadas e os calenddrios de subcultura e de
alimentacdo, quando aplicavel),

— identidade do agente seletivo e respetiva concentragio;

— para o MLA, indicar a versdo utilizada (dgar ou micropogo).

— critérios de aceitabilidade dos ensaios;

— métodos utilizados para a contagem das células mutantes e vidveis,

— métodos de medigdo da citotoxicidade;

— outros dados pertinentes relativos a citotoxicidade e ao método utilizado;
— duragdo dos periodos de incubagdo ap6s a colocagio em placas;

— defini¢do das coldnias cuja dimensio e tipo sdo caracterizados (incluindo os critérios para a defini¢do de coldnias
«pequenas» e «grandes», conforme apropriado).

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

— métodos utilizados para determinar o pH, a pressio osmdtica e a precipitagdo, se pertinente.
Resultados:

— ntimero de células expostas e niimero de células subcultivadas para cada cultura;

— pardmetros de toxicidade (RTG para o MLA e RS para o TK6);

— sinais de precipitagdo e instante da determinacio;

— ntmero de células colocadas em placas em meio seletivo e ndo seletivo;
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— ntimero de colénias em meio ndo seletivo, nimero de colbnias resistentes em meio seletivo e frequéncias de
mutacdo conexas;

— defini¢do do tamanho das colénias para os controlos negativos e positivos e, se o produto quimico em estudo for
positivo, pelo menos uma concentragio e as frequéncias de mutacdo afins;

— relagdo concentracdo-resposta, quando for possivel determind-la;

— dados relativos aos controlos negativos (solvente) e controlos positivos (concentracdes e solventes) realizados em
paralelo;

— dados histéricos sobre o controlo negativo (solvente) e positivo (concentragdes e solventes), com as correspon-
dentes gamas, médias e desvios-padrdo; nimero de ensaios em que se baseiam os controlos histéricos;

— andlises estatisticas (para culturas individuais e replicados agrupados, se for caso disso) e valores p, caso existam;
para o MLA, a avaliacio GEF.

Discussdo dos resultados
Conclusdo
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Apéndice 1
DEFINICOES

Amostra de controlo ndo tratada: Cultura nio sujeita a qualquer tratamento (com o produto quimico em estudo ou
solvente), mas processada do mesmo modo que as culturas tratadas com o produto quimico em estudo.

Aneugénio: Produto ou processo quimico que, por interagio com os componentes do aparelho do ciclo mitético e
meidtico de divisdo celular, origina aneuploidia em células ou organismos.

Aneuploidia: Desvio, num tinico ou em mais cromossomas, mas ndo por séries completas de cromossomas (poliploidia),
do ntimero diploide (ou haploide) normal de cromossomas.

Citotoxicidade: No ambito dos ensaios abrangidos pelo presente método de ensaio, a citotoxicidade € identificada como
uma reducdo do crescimento relativo total (RTG) ou da sobrevivéncia relativa (RS) para, respetivamente, o MLA e o TK6.

Clastogénio: Produto ou processo quimico que provoca aberragdes cromossomicas estruturais em populagdes de células
ou organismos.

Crescimento da suspensdo (SG): Aumento do niimero de células durante as fases de tratamento e expressdo do MLA. O
SG ¢é calculado multiplicando o aumento registado no dia 1, pelo aumento do dia 2 para o tratamento curto (3-4 horas).
Se for utilizado um tratamento de 24 horas, o SG é o aumento durante o tratamento de 24 horas multiplicado pelos
aumentos dos dias 1 e 2.

Crescimento relativo em suspensio (RSG): No caso do MLA, crescimento total relativo da cultura apés dois dias em
suspensdo em comparagdo com o crescimento total do controlo negativo/de solvente em dois dias (Clive e Spector,
1975). O RSG deve incluir o crescimento relativo da cultura de ensaio em relagio ao controlo negativo/de solvente
durante o periodo de exposicio.

Crescimento total relativo (RTG): Utilizado como medida da citotoxicidade do MLA decorrente do tratamento. E uma
medida do crescimento relativo (em relacdo ao controlo do veiculo) das culturas de ensaio durante as fases de tratamento,
dois dias de expressio, sele¢do e clonagem de mutantes do ensaio. O RSG de cada cultura de ensaio é multiplicado pela
eficiéncia relativa de clonagem da cultura de ensaio no momento da sele¢gio de mutantes e expresso em relagio a
eficiéncia de clonagem da amostra de controlo negativa/solvente (Clive e Spector, 1975).

Controlo do solvente: Termo geral que define as culturas de controlo tratadas apenas com o solvente utilizado para
dissolver o produto quimico em estudo.

Eficiéncia de clonagem: Percentagem de células incubadas em placas em baixa densidade que consegue originar uma
colénia que pode ser contada.

Fracdes de figado S9: Sobrenadante apds centrifugacio a 9 000 g do homogeneizado hepdtico (extrato de figado em
bruto).

Frequéncia de mutagio (MF): Relacio entre o niimero de células mutantes observadas e o nimero de células vidveis.

Genotoxico: Termo geral que abrange todos os tipos de danos ao ADN ou aos cromossomas, incluindo quebra do ADN,
adugdes, rearranjos, mutacdes, aberragdes cromossomicas e aneuploidia. Nem todos os tipos de efeitos genotoxicos
originam mutagdes ou danos cromossémicos estaveis.
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Mistura S9: Mistura da fracdo de figado S9 e dos cofatores necessdrios a atividade enzimética metabdlica.

Mutagio para diante: Uma mutacio genética do tipo parental para a forma mutante que causa uma alteracdo ou perda
de atividade enzimadtica da funcio da proteina codificada.

Mutagéneos por deslocacio do quadro de leitura: Produtos quimicos que causam a adicdo ou supressdo de um par de
bases ou de uma sequéncia de pares de bases do ADN.

Mutagéneos por substituicio de um par de bases: Produtos quimicos que causam a substitui¢io de pares de bases do
ADN.

Mutagénico: Que produz uma alteragdo hereditiria de sequéncias de pares de bases do ADN em genes ou da estrutura
dos cromossomas (aberragdes cromossomicas).

Periodo de expressdo fenotipica: Periodo apds o tratamento durante o qual a modificagio genética ¢ fixada no genoma
e os produtos dos genes inalterados se esgotam ao ponto de alterar o cardter fenotipico.

Produto quimico: uma substancia ou mistura.

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

Recombinacio mitética: Recombinacio entre cromatideos homologos durante a mitose, eventualmente resultante na
indugdo de quebras em cadeias duplas do ADN ou numa perda de heterozigotia.

Sobrevivéncia relativa (RS): Utilizada para medir a citotoxicidade do TK6 decorrente da exposicio. Consiste na
eficiéncia de clonagem (CE) relativa de células colocadas em placas imediatamente apds o tratamento, ajustada por
qualquer perda de células durante o tratamento, em comparagdo com a eficiéncia de clonagem do controlo negativo.
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Apéndice 2
FORMULAS

Citotoxicidade

Para ambas as versdes do MLA (dgar e micropogo)

A citotoxicidade é definida como o crescimento total relativo (RTG), que abrange o crescimento relativo em suspensio
(RSG) durante o periodo de expressdo de 2 dias e a eficiéncia de clonagem relativa (RCE) obtida no momento da sele¢ido
de mutantes. O RTG, a RSG e a RCE sdo expressos em percentagem.

Célculo da RSG: O crescimento em suspensdo 1 (SG;) € a taxa de crescimento entre o dia 0 e o dia 1 (concentragio
celular no dia 1 | concentragdo celular no dia 0); o crescimento em suspensdo dois (SG,) € a taxa de crescimento entre o
dia 1 e o dia 2 (concentracdo celular no dia 2 | concentragdo celular no dia 1). O RSG é o SG total (SG; x SG,) da
cultura tratada em relagdo ao controlo sem tratamento/do solvente. Ou seja: RSG = [SG1ensaio) x SGa(ensaio)] | [SG1(controlo)
« SGy(controlo)] O SGy deve ser calculado a partir da concentragio inicial de células utilizada no inicio do tratamento
celular. Quantifica qualquer citotoxicidade diferencial que ocorra na(s) cultura(s) de ensaio durante o tratamento das
células.

A RCE ¢ a eficiéncia relativa de clonagem da cultura de ensaio comparada com a eficiéncia relativa de clonagem da
amostra de controlo nio tratada/de solvente obtida no momento da selecio de mutantes.

Crescimento total relativo (RTG): RTG=RSG x RCE

TK6
Sobrevivéncia relativa (RS):

A citotoxicidade ¢ avaliada pela sobrevivéncia relativa, ou seja, a eficiéncia de clonagem (CE) de células colocadas em
placas imediatamente apds o tratamento, ajustada por eventuais perdas de células durante este, em comparacdo com a
eficiéncia de clonagem nos controlos negativos (sobrevivéncia de 100 %). O ajustamento pela perda de células durante o
tratamento ¢é calculado do seguinte modo:

Niimero de células no final do tratamento

CE ajustado = CE x — ; e
Niimero de células no inicio do tratamento

A RS de uma cultura tratada pelo produto quimico em estudo é calculada do seguinte modo:

CE ajustado da cultura tratad
a)usao a cuitura tratada 100

T CE ajustado do controlo do solvente

Frequéncia de muta¢io para o MLA e o ML6

A frequéncia de mutagio (MF) é a eficiéncia de clonagem de colénias mutantes em meio seletivo (CE,,) ajustada pela
eficiéncia de clonagem em meio ndo seletivo no momento da sele¢io de mutantes (CEy). Ou seja, MF=CEy/CEy O cilculo
destas duas eficiéncias de clonagem para os métodos de clonagem do dgar e dos micropogos é descrito a seguir.
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MLA versdo dgar: Na versio de dgar macio do MLA, o niimero de colénias na placa de selecio de mutantes (Cy) € o
ntimero de colénias na placa de ndo sele¢do ou de eficiéncia da clonagem (contagem viavel) (Cy) sdo obtidos através da
contagem direta dos clones. Quando houver 600 células em placas para eficiéncia de clonagem (CE) para a selecdo de
mutantes (CEy,) e as placas ndo selecionadas ou de eficiéncia de clonagem (contagem vidvel) (CEy) e 3 x 10° células forem
utilizadas para a selegdo de mutantes,

CEy = Cy | (3 x 10% = (Cy, | 3) x 1076

CEy = Cy | 600

MLA e TK6 versdo micropogos: Na versio micropogos dos MLA, a Cy; e a Cy sdo definidas como o produto do niimero
total de micropogos (TW) e o nimero provavel de coldnias por pogo (P) nas placas de micropogos.

CM:PMXTWM

CVZPVXTWV

A partir do termo zero da distribuicio de Poisson (Furth et al., 1981), o P é dado por

P=-1InEW/TW)

Em que EW sdo os pogos vazios e TW sdo os pocos totais. Portanto,

CEy = Cy [ Ty = (Py x TWy) [ Ty

CEy = Cy [ Ty = (Py x TWy) [ Ty

Para a versdo micropogos do MLA, as frequéncias de mutagio das colénias pequenas e grandes serdo calculadas de modo
idéntico, utilizando o nimero de pocos vazios tanto para as pequenas como para as grandes colénias.

No caso do TK6, as frequéncias de mutagdo das pequenas e grandes colonias baseiam-se nos mutantes precoces e tardios.
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B.68 METODO DE ENSAIO IN VITRO DE EXPOSICAO DE CURTA DURACAO PARA IDENTIFICAR i) PRODUTOS
QUIMICOS INDUTORES DE LESOES OCULARES GRAVES E ii) PRODUTOS QUIMICOS QUE NAO NECESSITAM DE
SER CLASSIFICADOS EM TERMOS DE IRRITACAO OCULAR NEM DE LESOES OCULARES GRAVES

INTRODUCAO

1. O presente método de ensaio é equivalente a Test Guideline (TG) 491 (2017) da OCDE. O método de ensaio de
exposi¢do de curta duragdo (STE) é um método in vitro que pode ser utilizado, em determinadas circunstincias e com
limitagdes especificas, para a classificacio e rotulagem de perigo de produtos quimicos (substancias e misturas) que
provoquem danos oculares graves, bem de produtos quimicos que ndo necessitem de classificagdo no que diz respeito
quer a lesdes oculares graves quer a irritacio ocular, tal como definido no Sistema Mundial Harmonizado de
(lassificacdo e Rotulagem de Produtos Quimicos da ONU (GHS) (1) e no Regulamento (UE) n.° 1272/2008 da
Unido Europeia relativo a classificacdo, rotulagem e embalagem de substincias e misturas (CRE) (V).

2. Durante muitos anos, o potencial de perigosidade ocular dos produtos quimicos foi avaliado essencialmente com
recurso a um ensaio ocular in vivo no coelho (método de ensaio B.5 (8), equivalente a Test Guideline 405 da OCDE). £
geralmente aceite que, num futuro previsivel, nenhum ensaio in vitro alternativo isolado poderd substituir integral-
mente o ensaio ocular in vivo no coelho por forma a prever toda a gama de reacdes de lesdes oculares graves ou
irritagdo ocular das diferentes classes de produtos quimicos. No entanto, combinagdes estratégicas de métodos de
ensaio alternativos utilizados numa estratégia de ensaio (sequencial) podem conseguir substituir integralmente o
ensaio ocular no coelho (2). A abordagem descendente foi concebida para o ensaio de produtos quimicos que,
previsivelmente, com base nas informacdes existentes, tém um elevado potencial de irritagdo ou de indugdo de lesdes
oculares graves. Por outro lado, a abordagem ascendente foi concebida para o ensaio de produtos quimicos que,
previsivelmente, com base nas informagles existentes, ndo causam irritacio ocular suficiente para deverem ser
classificadas. Embora ndo se considere um substituto integral do ensaio ocular in vivo no coelho, o método de
ensaio STE ¢é adequado para ser utilizado, no 4mbito de uma estratégia de ensaio sequencial para a classificacdo e
rotulagem regulamentares, como a abordagem descendente/ascendente, para identificar, sem ensaios complementares:
i) produtos quimicos indutores de lesdes oculares graves (categoria 1 do sistema GHS da ONU/CRE); ii) produtos
quimicos (excluindo substincias altamente voldteis e todos os sélidos ndo tensioativos) que ndo necessitem de ser
classificados em termos de irritagdo ocular ou de lesdes oculares graves (nenhuma categoria do sistema GHS da
ONUJCRE) (1) (2). No entanto, para se estabelecer uma classificacdo definitiva de um produto quimico que, previ-
sivelmente, ndo provoque lesdes oculares graves (categoria 1 do sistema GHS da ONU/CRE) ou ndo pertenga a
nenhuma categoria GHS da ONU/CRE (ndo induz lesdes oculares graves nem irritagdo ocular) de acordo com o
método de ensaio STE, serd necessdrio realizar ensaios complementares. Além disso, as entidades reguladoras
competentes devem ser consultadas antes de se utilizar a STE numa abordagem ascendente ao abrigo de outros
sistemas de classificagdo que ndo o GHS da ONU/CRE. A escolha do método de ensaio mais adequado e a utilizagdo
do presente método de ensaio devem ser vistos no contexto do documento de orientacio da OCDE sobre as
abordagens integrada de ensaio e avaliacio de lesdes oculares graves e de irritagdo ocular (14).

3. O presente método de ensaio tem por objetivo descrever os procedimentos utilizados para avaliar o potencial de
perigosidade ocular de um produto quimico em estudo, com base na sua capacidade de induzir a citotoxicidade no
método de ensaio de exposi¢do de curta duragdo. Os efeitos citotéxicos dos produtos quimicos nas células epiteliais
da cérnea sio modos de agdo (MOA) importantes que conduzem a deterioragdo do epitélio da cornea e a irritagdo
ocular. No método STE, a viabilidade celular é avaliada através da medicdo quantitativa, apds extragdo a partir de
células, de sal azul de formazano produzido pelas células vivas através da conversdo enzimatica do corante vital MTT
[brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetraz6lio], também conhecido como brometo de tiazolilo e azul de
tetrazolio (3). A viabilidade celular obtida é comparada com o controlo do solvente (viabilidade relativa) e utilizada
para estimar o risco ocular potencial do produto quimico em estudo. Este é classificado na categoria 1 do sistema
GHS da ONU/CRE quando concentracdes de 5 % e 0,05 % resultam numa uma viabilidade celular igual ou inferior a
70 %. Inversamente, um produto quimico ¢ classificado como pertencente a <nenhuma categoria» no sistema GHS da
ONU/CRE quando concentra¢des de 5 % e 0,05 % resultam numa uma viabilidade celular superior a 70 %.

4. A expressdo «produto quimico em estudo» é utilizada no presente método de ensaio para referir o produto que estd a
ser estudado, ndo remetendo para a aplicabilidade do método de ensaio STE ao estudo de substincias e/ou misturas.
Para defini¢des, consultar o apéndice.

CONSIDERACOES INICIAIS E LIMITACOES

5. O presente método de ensaio baseia-se num protocolo desenvolvido pela Kao Corporation (4) que foi objeto de dois
estudos de validagdo diferentes: um do Validation Committee of the Japanese Society for Alternative to Animal

(") Regulamento (CE) n.° 1272/2008 do Parlamento Europeu e do Conselho, de 16 de dezembro de 2008, relativo a classificacdo,
rotulagem e embalagem de substancias e misturas, que altera e revoga as Diretivas 67/548|CEE e 1999/45/CE, e altera o Regulamento
(CE) n.° 1907/2006 (JOL 353 de 31.12.2008, p. 1).
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Experiments (JSAAE) (5) e outro do Japanese Center for the Validation of Alternative Methods (JaCVAM) (6). Com
base nos relatérios dos estudos de validagio e nos documentos-base de recensio sobre o método de ensaio (7), o
NICEATM/ICCVAM realizou uma avaliagio por pares.

6. Quando utilizados para identificar produtos quimicos (substincias e misturas) indutores de lesdes oculares graves
(categoria 1 do sistema GHS da ONU/CRE) (1), os dados obtidos com o método de ensaio STE em 125 produtos
quimicos (incluindo substancias e misturas) apresentaram uma exatiddo global de 83 % (104/125), uma taxa de falsos
positivos de 1 % (1/86) e uma taxa de falsos negativos de 51 % (20/39) em relagdo ao ensaio ocular in vivo no coelho
(7). A taxa de falsos negativos obtida ndo ¢ critica no atual contexto, uma vez que todos os produtos quimicos que
induzem uma viabilidade celular igual ou inferior a 70 % a uma concentragdo de 5% e uma viabilidade celular
superior a 70 % a uma concentragio de 0,05 % sdo depois estudados por outros métodos de ensaio in vitro
devidamente validados ou, como tltima opcdo, no ensaio ocular in vivo no coelho, consoante os requisitos regula-
mentares e em conformidade com a estratégia de ensaio sequencial e com as abordagens de ponderagio da
suficiéncia da prova atualmente recomendadas (1) (8). Foram ensaiadas, principalmente, substincias monocompo-
nentes, embora exista também uma quantidade limitada de dados sobre o ensaio de misturas. Considera-se, porém,
que o método é tecnicamente aplicdvel ao ensaio de substincias e misturas multicomponentes. Contudo, antes da sua
aplicagdo 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 ndo sio
necessdrias se existir um requisito regulamentar para o ensaio da mistura. O método de ensaio STE ndo revelou
quaisquer outras deficiéncias especificas quando utilizado para identificar produtos quimicos em estudo como
pertencentes a categoria 1 do sistema GHS da ONU/CRE. Os investigadores podem ponderar a utilizacdo do presente
método de ensaio com produtos quimicos em estudo em que uma viabilidade celular < 70 %, tanto numa concen-
tragdo de 5 % como numa concentra¢io de 0,05 %, deve ser aceite como indicativa de uma resposta que induz danos
oculares graves, que devem ser classificados na categoria 1 do sistema GHS da ONU/CRE, sem mais ensaios.

7. Quando utilizados para identificar produtos quimicos (substincias e misturas) indutores de lesdes oculares graves
(nenhuma categoria do sistema GHS da ONU/CRE), os dados obtidos com o método de ensaio STE em 130 produtos
quimicos (incluindo substincias e misturas) apresentaram uma exatiddo global de 85 % (110/130), uma taxa de falsos
positivos de 12 % (9/73) e uma taxa de falsos negativos de 19 % (11/57) em relagdo ao ensaio ocular in vivo no
coelho (7). Se se excluirem do conjunto de dados as substancias altamente voldteis e as substincias sélidas ndo
tensioativas, a exatiddo global sobe para 90 % (92/102), a taxa de falsos negativos desce para 2 % (1/54) e a de falsos
positivos para 19 % (9/48) (7). Assim, as possiveis deficiéncias do método de ensaio STE, quando utilizado para
identificar produtos quimicos em estudo que ndo necessitem de classificagdio em termos de irritagdo ocular nem de
lesdes oculares graves (nenhuma categoria no sistema GHS da ONU/CRE), consistem numa elevada taxa de falsos
negativos para: i) substincias altamente voldteis com uma pressdo de vapor superior a 6 kPa; ii) produtos quimicos
solidos (substincias e misturas), com excegdo dos tensioativos e das misturas constituidas apenas por tensioativos.
Estes produtos quimicos estdo excluidos do dominio de aplicabilidade do método de ensaio STE (7).

8. Além dos produtos quimicos referidos nos pontos 6 e 7, o conjunto de dados gerado pelo método de ensaio STE
contém também dados obtidos internamente relativos a 40 misturas, que, em comparagio com o ensaio ocular de
Draize in vivo, revelaram, na avaliagdo de misturas que ndo necessitam de classificacdo nos sistemas de classificagio
GHS da ONUJCRE (9), uma exatiddo de 88 % (35/40), uma taxa de falsos positivos de 50 % (5/10) e uma taxa de
falsos negativos de 0 % (0/30). Por conseguinte, o método de ensaio STE pode ser aplicado para identificar misturas
como ndo pertencentes a nenhuma categoria no sistema GHS da ONU/CRE, numa abordagem ascendente, exce-
tuando-se as misturas sélidas que ndo sejam constituidas apenas por tensioativos, na esteira da limitagdo relativa a
substancias sélidas. Além disso, as misturas que contenham substancias com uma pressdo de vapor superior a 6kPa
devem ser avaliadas com precaucio, a fim de evitar eventuais subavalia¢des, devendo a sua avaliacio ser justificada
€aso a caso.

9. O método de ensaio STE ndo pode ser utilizado para identificar produtos quimicos em estudo como pertencentes a
categoria 2, a categoria 2A (irritagdo ocular) ou a categoria 2B (irritacdo ocular suave) do sistema GHS da ONU/CRE,
devido ao niimero considerdvel de produtos quimicos da categoria 1 do sistema GHS da ONU/CRE subavaliados
como pertencentes as categorias 2, 2A ou 2B e de produtos quimicos ndo pertencentes a nenhuma categoria do GHS
da ONU/CRE sobreavaliados como pertencentes as categorias 2, 2A ou 2B (7). Nesses casos, podem ser necessarios
ensaios complementares por outro método que seja adequado.
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10. O método de ensaio STE é adequado para o ensaio de produtos quimicos dissolvidos ou suspensos uniformemente
durante, pelo menos, 5 minutos em soro fisioldgico, de solugdo salina de dimetilsulféxido (DMSO) a 5 %ou em dleo
mineral. Ndo é adequado para o ensaio de produtos quimicos insolveis ou que ndo possam ser suspensos unifor-
memente durante, pelo menos, 5 minutos em soro fisioldgico, solucio salina de DMSO a 5 % ou em 6leo mineral. A
utilizacdo de 6leo mineral no método de ensaio STE é possivel devido a exposi¢io de curta duracio. Por conseguinte,
o método é adequado para prever o potencial de perigosidade ocular de produtos quimicos em estudo insoltveis na
dgua (p. ex., dlcoois gordos de cadeia longa ou cetonas), desde que sejam misciveis em, pelo menos, um dos trés
solventes supramencionados (4).

11. A expressdo «produto quimico em estudo» utilizada no presente método de ensaio designa o produto que estd a ser
estudado ('), ndo abrangendo a aplicabilidade do método de ensaio STE ao ensaio de substincias efou misturas.

PRINCIPIO DO ENSAIO

12. O método de ensaio STE é um ensaio de toxicidade in vitro realizado numa tnica camada confluente de células
Statens Seruminstitut Cornea (SIRC) cultivadas numa microplaca de policarbonato com 96 pogos (4). Apés cinco
minutos de exposi¢do ao produto quimico em estudo, a citotoxicidade é medida quantitativamente como a viabi-
lidade relativa das células SIRC, por recurso ao ensaio do MTT (4). A viabilidade celular reduzida é utilizada para
prever potenciais efeitos nocivos indutores de danos oculares.

13. Encontra-se referenciado que 80 % de uma solu¢do que caia no olho de um coelho sdo excretados através do saco
conjuntival nos trés-quatro minutos seguintes, enquanto mais de 80 % de uma solu¢do que caia no olho humano sio
excretados em 1 a 2 minutos (10). O método de ensaio STE procura aproximar estes tempos de exposi¢io e utiliza a
citotoxicidade como pardmetro para avaliar a extensdo dos danos causados as células SIRC ap6s cinco minutos de
exposi¢io ao produto quimico em estudo.

DEMONSTRACAO DE COMPETENCIA TECNICA

14. Antes de utilizarem de forma rotineira o0 método de ensaio STE descrito, os laboratérios devem demonstrar a sua
competéncia técnica, classificando corretamente as onze substincias recomendadas no quadro 1. Estas substancias
foram selecionadas para representar a gama completa de reagdes de lesio ocular grave ou irritagio ocular com base
nos resultados de ensaios oculares in vivo no coelho (TG 405) e no sistema de classificagdio GHS da ONU/CRE (1).
Outros critérios de sele¢do inclufam a disponibilidade comercial das substancias, a disponibilidade de dados de
referéncia in vivo de elevada qualidade e a existéncia de dados in vitro de alta qualidade relativos ao método de
ensaio STE (3). Nas situacdes em que uma substncia incluida na lista esteja indisponivel ou sempre que se justifique,
podem utilizar-se outras substincias para as quais estejam disponiveis dados de referéncia in vivo e in vitro adequados,
desde que se apliquem os critérios descritos.

Quadro 1

Lista de substincias para demonstracio de competéncia técnica

Cat. in vivo do Solvente no Categoria STE
Substéncia N.° CAS Classe quimica () | Estado fisico GHS da ensaio STE do GHS da
ONU/CRE () ONU/CRE
Cloreto de benzal- | 8001-54-5 | Sal de aménio Liquido Categoria 1 Salino Categoria 1
cbnio (sol. aquosa quaterndrio
a 10 %)

(") Em junho de 2013, a reunido conjunta acordou que, sempre que possivel, nos métodos de ensaio novos e atualizados, a expressdo
«produto quimico em estudo» deveria, passar a ser utilizada de forma mais coerente, para descrever o objeto do estudo.
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Cat. in vivo do Solvente no | Categoria STE
Substancia N.° CAS Classe quimica () | Estado fisico GHS da en:aio STE do GHS da
ONUJCRE () ONU/CRE
Triton X-100 | 9002-93-1 Eter Liquido Categoria 1 Salino Categoria 1
(100 %)
Vermelho dcido 92 | 18472-87-2 | Composto he- Solido Categoria 1 Salino Categoria 1
terociclico;
composto de
bromo; com-
posto de cloro
Hidréxido de sédio | 1310-73-2 | Alcalinos; pro- Solido Categoria 1 (%) Salino Categoria 1
dutos quimi-
cos inorgani-
cos
Butirolactona 96-48-0 Lactona; com- Liquido Categoria 2A Salino Previsdo im-
posto heteroci- (categoria 2 possivel
clico do CRE)
1-Octanol 111-87-5 Alcool Liquido Categoria Oleos mi- | Previsio im-
2A[B (#)(cate- nerais possivel
goria 2 do
CRE)
Ciclopentanol 96-41-3 | Alcool; Hidro- Liquido Categoria Salino Previsdo im-
carboneto ci- 2A[B (%) (cate- possivel
clico goria 2 do
CLP)
Acetato de 2-eto-| 111-15-9 Alcool; éter Liquido Nenhuma ca- Salino Nenhuma ca-
xietilo tegoria tegoria
Dodecano 112-40-3 Hidrocarbo- Liquido Nenhuma ca- | Oleos mi- | Nenhuma ca-
neto aciclico tegoria nerais tegoria
Metilisobutilcetona 108-10-1 Cetona Liquido Nenhuma ca- | Oleos mi- | Nenhuma ca-
tegoria nerais tegoria
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Cat. in vivo do Categoria STE

Solvente no

Substancia N.° CAS Classe quimica () | Estado fisico GHS da ensaio STE do GHS da
ONU/CRE () ONU/CRE
Sulfato de 1,1-di-| 598-65-2 | Amidina; com- Sélido Nenhuma ca- Salino Nenhuma ca-
metilguanidina posto de en- tegoria tegoria

xofre

(") As classes de produtos quimicos foram atribuidas com recurso a informagdes obtidas de publica¢des anteriores do NICEATM e,
se ndo disponiveis, com recurso a National Library of Medicine’s Medical Subject Headings (MeSH®) (via ChemIDplus® [National
Library of Medicine], disponivel em http:|/chem.sis.nlm.nih.gov/chemidplus|), bem como as determinagdes estruturais efetuadas
pelo NIECEATM.

() Com base nos resultados do ensaio ocular in vivo no coelho (Test Guideline 405 da OCDE) e utilizando o sistema GHS da
ONUJCRE (1).

(®) A classificagdo na cat. 1 é baseada no potencial de corrosio da pele de 100 % do hidréxido de sédio (apresentado como um
produto quimico para demonstragio de competéncia técnica com potencial de corrosdo da pele na Test Guideline 435 da OCDE) e
nos critérios aplicdveis a categoria 1 do sistema GHS da ONU/CRE (1).

(* A classificagdo como categoria 2A ou 2B depende da interpretacio do critério do sistema GHS da ONU para distinguir estas duas
categorias; isto é, 2 em 6 ou 4 em 6 animais com efeitos no 7.° dia necessdrios para uma classificagio na categoria 2A. O
conjunto de dados in vivo incluiu 2 estudos com 3 animais cada um. Num estudo, dois dos trés animais revelaram efeitos no
sétimo dia que justificaram a classificacdo na cat. 2A (11), enquanto no segundo estudo todos os parametros dos trés animais
recuperaram para uma pontuagdo igual a zero até ao sétimo dia, o que justificou a classificagdo na cat. 2B (12).

(®) A classificagdo na categoria 2A ou 2B depende da interpretacio do critério do sistema GHS da ONU para distinguir estas
categorias: se para a classificacio na categoria 2A poder ser atribuida é necessdrio que 1 em 3 ou 2 em 3 animais exibam efeitos
ao sétimo dia. O estudo in vivo incidiu em 3 animais. Num animal, todos os pardmetros, a exce¢do da opacidade da cérnea e da
vermelhiddo da conjuntiva, recuperaram para uma pontuacdo igual a zero até ao dia 7 ou antes. O tdnico animal que ndo
recuperou completamente até ao dia 7 tinha uma pontuacdo de opacidade da cérnea de 1 e uma vermelhiddo da conjuntiva de 1
(no dia 7), que estavam completamente recuperadas no dia 14 (11).

Abreviaturas: N.° de registo CAS = Namero de registo do Chemical Abstracts Service

PROCEDIMENTO
Preparacio da monocamada celular

15. Para a realizacio do ensaio STE, deve utilizar-se a linha celular SIRC da cérnea do coelho. Recomenda-se que as
células SIRC provenham de um banco de células devidamente qualificado, como o American Type Culture Collection
CCl60.

16. As células SIRC sdo cultivadas a 37 °C, numa atmosfera humidificada com 5 % de CO,, num baldo de cultura com
um meio de cultura constituido por meio minimo essencial de Eagle (MEM) complementado com 10 % de soro fetal
bovino (FBS), 2 mM de L-glutamina, 50-100 unidades/ml de penicilina e 50-100 pg/ml de estreptomicina. As células
que se tenham tornado confluentes no frasco de cultura devem ser separadas por meio da solugio de tripsina-dcido
etilenodiaminotetracético, com ou sem recurso a um raspador. As células sio propagadas (2 a 3 passagens) num
recipiente de cultura antes de serem utilizadas em ensaios de rotina, ndo devendo ser objeto de mais de 25 passagens
desde a descongelacio.

17. As células prontas a utilizar no ensaio STE sdo preparadas a densidade adequada e inoculadas em placas de 96 pogos.
A densidade de inoculagio das células recomendada é de 6,0 x 103 células por pogo, se as células forem utilizadas
quatro dias apés a inoculagdo, ou de 3,0 x 10* células por poco, se forem utilizadas cinco dias apés a inoculagio,
num volume de cultura de 200 pl. As células utilizadas para o ensaio STE que sejam inoculadas num meio de cultura
com a densidade adequada atingirdo uma confluéncia superior a 80 % no momento do ensaio, isto é, quatro ou
cinco dias apés a inoculagio.
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Aplicagio dos produtos quimicos em estudo e de controlo

18. A primeira escolha do solvente para dissolugdo ou suspensdo dos produtos quimicos em estudo é uma solugdo de
soro fisiologico. Se o produto apresentar uma baixa solubilidade ou ndo puder ser dissolvido ou suspenso unifor-
memente durante, pelo menos, cinco minutos em soro fisiolgico, utiliza-se, como segunda op¢io, DMSO (n.° CAS
67-68-5) a 5 % em soro fisioldgico. Caso os produtos quimicos em estudo ndo possam ser dissolvidos ou suspensos
de modo uniforme durante, pelo menos, cinco minutos soro fisioldgico ou em DMSO a 5 % em soro fisiol4gico,
utiliza-se 6leo mineral (n.° CAS 8042-47-5) como terceira op¢io.

19. Os produtos quimicos em estudo sio dissolvidos ou suspensos uniformemente no solvente selecionado, a uma
concentragdo de 5% (m/m), e novamente diluidos numa diluicdo sequencial de fator 10 até 0,5 % e uma concen-
tragdo de 0,05 %. Cada produto quimico em estudo deve ser ensaiado a concentragdes de 5 % e 0,05 %. As células
cultivadas na placa de 96 pogos sdo expostas a 200 pl/pogo de uma concentragdo da solugdo (ou suspensdo) do
produto quimico em estudo de 5 % ou de 0,05 %, durante 5 minutos a temperatura ambiente. Os produtos quimicos
em estudo (substincias monocomponentes ou substincias ou misturas multicomponentes) sdo considerados subs-
tancias puras, sendo diluidos ou suspensos de acordo com o método, independentemente do seu grau de pureza.

20. Utiliza-se como meio de controlo, em cada placa de cada réplica, o meio de cultura descrito no ponto 16. Além
disso, as células devem ser expostas também a amostras de controlo de solvente em cada uma das placas de cada
réplica. Estd confirmado que os solventes enumerados no ponto 18 nio tém efeitos nocivos na viabilidade das células
SIRC.

21. No método de ensaio STE, utiliza-se uma solugdo salina a 0,01 % de laurilsulfato de sédio como controlo positivo
em cada réplica. A fim de calcular a viabilidade celular do controlo positivo, cada placa de cada réplica deve incluir
também um controlo do solvente salino.

22. E necessdrio um ensaio em branco para determinar a compensagio por densidade Otica, ensaio esse que deve ser
realizado em pogos contendo apenas solugdo salina tamponada de fosfatos (PBS), mas sem célcio e magnésio (PBS-)
nem células.

23. Cada amostra (produto quimico em estudo a 5% e 0,05 %, controlo de meio, controlo do solvente e controlo
positivo) deve ser ensaiada em triplicado em cada réplica, expondo as células a 200 pl do produto quimico em
estudo ou de controlo, durante 5 minutos, & temperatura ambiente.

24. As substancias de referéncia sdo tteis para avaliar o potencial de irritagdo ocular de produtos quimicos desconhecidos
de uma determinada classe quimica — ou classe de produtos — e para avaliar o potencial de irritagdo relativo de uma
substincia irritante ocular numa determinada gama de reagdes de irritagdo.

Medicido da viabilidade celular

25. Ap6s a exposigio, as células sdo lavadas duas vezes com 200 pl de PBS e adicionam-se 200 pl de solugdo de MTT
(0,5 mg de MTT/ml de meio de cultura). Ap6és um periodo de reagdo de duas horas numa incubadora (37 °C, 5 % de
C0,), a solucio de MTT ¢ decantada, o0 MTT formazano é extraido durante 60 minutos através da adicdo de 200 pl
de 0,04 N d4cido cloridrico-isopropanol, ao abrigo da luz e a temperatura ambiente, medindo-se a absorvancia da
solugdo de MTT formazano a 570 nm, com um leitor de placas. A interferéncia de produtos quimicos em estudo
com o ensaio do MTT (por corantes ou redutores diretos do MTT) s6 ocorre se uma quantidade significativa do
produto quimico em estudo ficar retida no sistema de ensaio apds a lavagem subsequente a exposi¢do, o que
acontece com cérnea humana reconstruida em 3D ou com tecidos da epiderme humana reconstruidos, mas nio
é relevante para culturas de células 2D utilizadas para o método de teste STE.
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Interpretacio dos resultados e modelo de previsio

26. Utilizam-se os valores da densidade 6tica (DO) obtidos para cada produto quimico em estudo para calcular a
viabilidade celular em relagdo ao controlo do solvente, que é fixada em 100 %. A viabilidade celular relativa é
expressa em percentagem e obtida dividindo a densidade 6tica do produto quimico em estudo pela densidade dtica
do controlo do solvente depois de subtrair a densidade dtica do produto em branco de ambos os valores.

(DOs7¢ prod.quim.estudo) — (DOs7q de vazio)

Viabil.cel. (%) = (DOs7¢ do controlo do solvente) — (DOs7o de vazio)

100

Do mesmo modo, a viabilidade celular relativa de cada controlo de solvente é expressa em percentagem e obtida
dividindo a densidade ética do controlo do solvente pela densidade ética do controlo do meio, apds subtragdo da
densidade 6tica do branco a ambos os valores.

27. Devem realizar-se trés repeticdes independentes, cada uma das quais com trés pogos replicados (ou seja, n = 9). A
média aritmética dos trés pogos de cada produto quimico em estudo e do controlo do solvente em cada réplica
independente ¢é utilizada para calcular a média aritmética da viabilidade celular relativa. A média aritmética final da
viabilidade celular é calculada a partir das trés repeti¢des independentes.

28. Apresentam-se a seguir os valores-limite de viabilidade celular para a identificagdo de produtos quimicos indutores de
lesdes oculares graves (categoria 1 do sistema GHS da ONU/CRE) e de produtos quimicos que ndo necessitem de ser
classificados em termos de irritacio ocular nem de lesdes oculares graves (nenhuma categoria no sistema GHS da

ONU/CRE).
Quadro 2
Modelo de previsio do método de ensaio STE
Viabilidade celular
Classificagio GHS da ONU/CRE Aplicabilidade
A5% A 0,05 %
>70 % >70 % Nenhuma categoria Substancias e misturas, com exce-
¢do de: i) Substincias altamente
volateis com uma pressdo de vapor
superior a 6 kPa (!) e ii) Produtos
quimicos sélidos (substancias e
misturas), com excecdo dos ten-
sioativos e das misturas constitui-
das apenas por tensioativos
<70% >70% Previsdo impossivel Néo aplicavel
<70% <70% Categoria 1 Substancias e misturas (%)

() As misturas que contenham substancias com uma pressdo de vapor superior a 6 kPa devem ser avaliadas com precaugdo, a fim
de evitar eventuais subavaliacdes, devendo a sua avaliagdo ser justificada caso a caso.

() Com base nos resultados obtidos principalmente com substancias monocomponentes, embora exista também uma quantidade
limitada de dados sobre o ensaio de misturas. Considera-se, porém, que o método é tecnicamente aplicdvel ao ensaio de
substancias e misturas multicomponentes. Antes da aplicacio do método a uma mistura para obter dados com fins regula-
mentares, importa ponderar se (e, em caso afirmativo, por que motivo) o método pode proporcionar resultados adequados para
o efeito. Essas consideracdes ndo sdo necessdrias se existir um requisito normativo para o ensaio da mistura.

Critérios de aceitacio

29. Os resultados dos ensaios sdo considerados aceitdveis se forem cumpridos os seguintes critérios:

a) A densidade 6tica do controlo do meio (exposto ao meio de cultura) deve ser igual ou superior a 0,3 apés
dedugdo da densidade 6tica do branco.
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30.

31.

b) A viabilidade do controlo do solvente deve ser igual ou superior a 80 % do controlo do meio. Caso se utilizem
vérios controlos de solvente em cada repeti¢do, cada um desses controlos deve indicar uma viabilidade celular
superior a 80 % para qualificar os produtos quimicos em estudo ensaiados com esses solventes.

¢) A viabilidade celular obtida com o controlo positivo (0,01 % SLS) deve situar-se no intervalo de dois desvios-
-padrio da média histérica. Os limites superior e inferior de aceitagdo do controlo positivo devem ser atualizados
com frequéncia, ou seja, de trés em trés meses ou sempre que se realize um ensaio aceitivel num laboratério que
efetue ensaios com pouca frequéncia (ou seja, menos de uma vez por més). Caso um laboratdrio ndo realize um
ntimero de experiéncias suficiente para estabelecer uma distribuicdo de controlo positiva estatisticamente sélida, é
aceitdvel que se utilizem os limites superior e inferior de aceitagio estabelecidos pelo criador do método, ou seja,
entre 21,1 % e 62,3 %, de acordo com os seus dados histéricos de laboratério, enquanto uma distribuigdo interna
é construida durante os primeiros ensaios de rotina.

d) O desvio-padrio da viabilidade celular final derivado de trés repeticdes independentes deve ser inferior a 15 %
para as concentracdes de 5% e 0,05 % do produto quimico em estudo.

Se um ou mais destes critérios ndo forem cumpridos, os resultados devem ser rejeitados e deve proceder-se a trés
novas repeti¢des independentes.

DADOS E RELATORIOS
Dados

Devem comunicar-se os dados relativos a cada poco individual (por exemplo, valores de viabilidade celular) de cada
repeticio, bem como a média global, o DP e a classificacio.

Relatdrio de ensaio

O relatério do ensaio deve incluir as seguintes informagdes:

Produto quimico em estudo e substancias de controlo

— Substancias monocomponentes: dados de identificagio quimica, como as denominagdes IUPAC ou CAS, ofs)
ntimero(s) de registo CAS, o c6digo SMILES ou InChl, a férmula estrutural efou outros elementos de identifi-
cagdo;

— Substancia multicomponentes, UVCB e mistura: Caracteriza¢do, tanto quanto possivel — por exemplo, por
identidade quimica (ver supra), pureza, ocorréncia quantitativa e principais propriedades fisico-quimicas (ver supra)
dos componentes, na medida em que estejam disponiveis;

— Estado fisico, volatilidade, pH, log(P), peso molecular, classe quimica e outras propriedades fisico-quimicas per-
tinentes para a realizacdo do estudo, na medida em que estejam disponiveis;

— Grau de pureza, identidade quimica das impurezas, conforme adequado e exequivel, etc.;

— Pré-tratamento, se for o caso (aquecimento ou moagem, por exemplo);

— Condi¢des de armazenagem e de estabilidade, se conhecidas.

Condigdes e procedimentos do método de ensaio

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

— Descri¢do do método de ensaio utilizado;
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— Linha celular utilizada, origem, niimero de passagens e confluéncia das células utilizadas para o ensaio;

— Pormenores sobre o protocolo de ensaio seguido;

— Nimero de réplicas e replicados utilizados;

— Concentragdes do produto quimico em estudo utilizadas (se diferentes das recomendadas);

— Condicdes de armazenagem e de estabilidade, se conhecidas;

— Tempo de exposi¢do ao produto quimico em estudo (se diferente do recomendado);

— Descri¢do de eventuais modificagdes do protocolo do ensaio;

— Descricdo dos critérios de avaliagio e de decisio utilizados;

— Referéncia a média histérica do controlo positivo e ao desvio-padrdo (DP);

— Demonstragdo da competéncia técnica do laboratério para executar o método de ensaio (p. ex., ensaio de
substancias utilizadas para demonstrar a competéncia técnica) ou demonstragio da reprodutibilidade do método
de ensaio ao longo do tempo.

Resultados

— Para cada produto quimico em estudo, cada substincia de controlo e cada concentragio estudada, deve apre-
sentar-se uma tabela dos valores da densidade dtica por pogo replicado, os valores da média aritmética da
densidade Otica para cada repeticio independente, a percentagem de viabilidade celular para cada repeticio
independente e a média aritmética final da percentagem de viabilidade celular das trés repeti¢des, bem como
o desvio-padrio das trés repeticdes;

— Resultados relativos ao meio, ao controlo do solvente e ao controlo positivo que demonstrem o cumprimento
dos critérios pertinentes de aceitacio do estudo;

— Descricdo de outros efeitos eventualmente observados;

— Classificagdo global atribuida, com meng¢do do modelo de previsio ou dos critérios de decisdo utilizados.

Discussdo dos resultados

Conclusdes
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Apéndice

DEFINICOES

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

Abordagem descendente: Metodologia por etapas utilizada para produtos quimicos em estudo 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).

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 apreciacdo. A adequacdo compreende a
exatiddo (concordancia) do método de ensaio (10).

Agente tensioativo: Produto quimico, como um detergente, capaz de reduzir a tensdo superficial dos liquidos, per-
mitindo-lhes formar espumas ou penetrar em soélidos; igualmente designado por «agente molhante».

Amostra de controlo do solvente[veiculo: Amostra ndo 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 reacdo para as amostras tratadas com o
produto quimico em estudo, dissolvido no mesmo solvente ou excipiente. Quando ensaiada com uma amostra de
controlo do meio correspondente, esta amostra também permite determinar se o solvente ou o veiculo interage com
o sistema de ensaio.

Categoria 1 do sistema GHS da ONU/CRE: Ver desio ocular grave.

Categoria 2 do sistema GHS da ONU/CRE: Ver drritagdo ocular».

Controlo do meio: 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.

Controlo positivo: Replicado que contém todos os componentes do sistema de ensaio e foi tratado com uma substancia
que comprovadamente induz reacdo positiva. Para que possa determinar-se a variabilidade no tempo da reacio a esta
amostra de controlo, essa reacdo ndo deve ser excessivamente positiva.

DO: Densidade odtica.

Especificidade: Propor¢io dos produtos quimicos negativos/inativos que sdo corretamente classificados pelo ensaio.
Constitui uma medida da exatiddo de um método de ensaio cujos resultados sejam estabelecidos em fungio de categorias
e é um aspeto importante a ter em conta na avaliacdo da adequacio do método de ensaio (13).

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 ponderagio da
suficiéncia da prova em cada etapa, com o objetivo de determinar se hd dados suficientes para uma decisio de
classificagdo de perigosidade antes de passar a etapa seguinte. Se os dados existentes possibilitarem a atribui¢io de um
potencial de irritagdo ao produto quimico em estudo, ndo serdo necessirios mais ensaios. No caso contrdrio, procede-se a
uma série de ensaios sequenciais em animais até ser possivel atribuir uma classifica¢do inequivoca.
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Exatiddo: Grau de acordo entre os resultados do método de ensaio e os valores de referéncia aceites. Constitui uma
medida do desempenho do método e um dos aspetos da sua adequagdo. Este termo e o termo «concordancia» sdo muitas
vezes utilizados indistintamente para indicar a propor¢do de resultados corretos do método de ensaio (13).

Fiabilidade: Medida em que, utilizando o mesmo protocolo, um método de ensaio pode ser continuadamente reprodu-
zido 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 (13).

Irritacdo ocular: Alteracio ocular em consequéncia da aplicagdo do produto quimico em estudo na superficie anterior do
olho, totalmente reversiveis nos 21 dias apds a aplicacdo. Esta expressdo e as expressdes «efeitos oculares reversiveis» ou
«categoria 2 do sistema GHS da ONU/CRE» sdo utilizados indistintamente.

Lesdo ocular grave: Lesio do tecido ocular ou degradagio grave da visdo devido a aplicagio do produto quimico em
estudo na superficie anterior do olho, ndo totalmente reversivel nos 21 dias apds a aplicacdo. Esta expressio e as
expressdes «efeitos oculares irreversiveis» ou «categoria 1 do sistema GHS da ONU/CRE» sdo utilizadas indistintamente.

Mistura: Uma mistura ou solugio composta por duas ou mais substincias.

MTT: Brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio]; brometo de tiazolilo; azul de tetrazolio.

Nenhuma categoria no sistema GHS da ONU/CRE: Produtos quimicos ndo classificados nas categorias 1 ou 2 (ou
categorias 2A ou 2B) do sistema GHS da ONU/CRE.

Perigo: Propriedade intrinseca de um agente, ou de uma situagdo, suscetivel de causar efeitos nocivos num organismo,
sistema, populagdo ou subpopulagdo que seja exposto ao agente em causa.

Produto quimico: Uma substincia ou mistura.

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

Sensibilidade: Propor¢io dos produtos quimicos positivos/ativos que sdo corretamente classificados pelo ensaio. Cons-
titui uma medida da exatiddo de um método de ensaio cujos resultados sejam classificados em funcio de categorias e é
um aspeto importante a ter em conta na avaliacio da adequagio do método de ensaio (10).
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Sistema Mundial Harmonizado de Classificagio e Rotulagem de Produtos Quimicos das Nacdes 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 funcdo de tipos e niveis normalizados de perigos fisicos,
sanitdrios e ambientais e trata ainda dos correspondentes elementos de comunicac¢do, como pictogramas, palavras-sinal,
adverténcias de perigo, recomendagdes de prudéncia e fichas de dados de seguranga, de modo a transmitir informacdes
sobre os efeitos indesejiveis do produto em causa, com vista & protecio das pessoas (empregadores, trabalhadores,
transportadores, consumidores, pessoal dos servicos de emergéncia, etc.) e do ambiente (1).

Substincia: Um elemento quimico e os seus compostos, no estado natural ou obtidos por qualquer processo de
produgdo, incluindo qualquer aditivo necessirio para preservar a sua estabilidade e qualquer impureza derivada do
processo utilizado, mas excluindo qualquer solvente que possa ser separado sem afetar a estabilidade da substincia
nem modificar a sua composicio.

Substincia de referéncia: Substincia utilizada como padrio de comparacdo com o produto quimico em estudo. Uma
substincia de referéncia deve ter as seguintes caracteristicas: (i) origem ou origens uniformes e fidveis; (i) similaridade
estrutural e funcional com a classe de substincias em estudo; (iii) propriedades fisico-quimicas conhecidas; (iv) disponi-
bilidade de dados sobre os efeitos conhecidos; e v) poténcia conhecida, situada na gama de reacdo pretendida.

Substincia monocomponente: Substincia, definida pela sua composi¢io quantitativa, na qual um dos principais
componentes estd presente num teor de, pelo menos, 80 % (m/m).

Substincia multicomponentes: Substancia, definida pela sua composi¢do quantitativa, da qual mais de um dos prin-
cipais componentes estd presente numa concentracio > 10 % (m/m) e < 80 % (m/m). As substancias multicomponentes
resultam de processos de fabrico. A diferenga entre uma mistura e uma substincia multicomponentes reside no facto de a
primeira ser obtida misturando duas ou mais substancias, sem reagdo quimica. As substancias multicomponentes resultam
de reagdes quimicas.

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

UVCB: Substancias de composi¢do desconhecida ou varidvel, produtos de reagdo complexos ou matérias bioldgicas.
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B.69 METODO DE ENSAIO DO EPITELIO HUMANO SIMILAR A CORNEA RECONSTRUIDO (RhCE), PARA
IDENTIFICACAO DE PRODUTOS QUIMICOS QUE NAO NECESSITAM DE CLASSIFICACAO E ROTULAGEM EM
MATERIA DE IRRITACAO OCULAR E LESOES OCULARES GRAVES

INTRODUCAO

1. O presente método de ensaio é equivalente a Test Guideline (TG) 492 (2017) da OCDE. Por lesdes oculares graves
entende-se a producio de lesdes oculares graves ou uma degradagio grave da visdo, na sequéncia da aplicagio de um
produto quimico na superficie anterior do olho, que ndo sejam totalmente reversiveis nos 21 dias ap6s a aplicacdo, de
acordo com o Sistema Mundial Harmonizado de Classificagio e Rotulagem de Produtos Quimicos das Nagdes Unidas
(GHS) (1), e pelo Regulamento (UE) n.° 12722008 da Unido Europeia, relativo a classificagdo, rotulagem e embalagem
de substincias e misturas (CRE) (!). Ainda de acordo com o sistema GHS da ONU e com o CRE, entende-se por
irritagdo ocular a producdo de alteragdes no olho, apds a aplicagio do produto quimico em estudo na sua superficie
anterior, que sdo totalmente reversiveis nos 21 dias seguintes a aplicagdo. Os produtos quimicos em estudo que
induzem lesdes oculares graves sdo classificados na categoria 1 do sistema GHS da ONU e na categoria 1 do CRE,
enquanto os que induzem irritacio ocular sdo classificados na categoria 2 do sistema GHS da ONU e na categoria 2
do CRE. Os produtos quimicos em estudo ndo classificados em termos de irritagio ocular nem de lesdes oculares
graves sdo definidos como produtos quimicos que ndo preenchem os requisitos para classificagdo nas categorias 1 ou
2 (2A ou 2B) do sistema de classificagio GHS da ONU/CRE, ou seja, sdo referidos como ndo pertencendo a «nenhuma
categoria» no sistema GHS da ONU/CRE.

2. A avaliagio das lesdes oculares gravesfirritagdo ocular implica, normalmente, a utilizagdo de animais de laboratério
(método de ensaio B.5) (2). A escolha do método de ensaio mais adequado e a utilizagdo do presente método de
ensaio devem ser ponderadas no contexto do documento de orientagio da OCDE sobre abordagens integradas de
ensaio e avaliacio de lesdes oculares graves e de irritagio ocular (39).

3. O presente método de ensaio descreve um procedimento in vitro que permite a identificacio de produtos quimicos
(substancias e misturas) que ndo necessitam de classificacdo e rotulagem em termos de irritagdo ocular nem de lesdes
oculares graves, em conformidade com o GHS da ONU e com o CRE. Utiliza epitélio humano reconstruido similar a
cornea (RhCE), o qual reproduz com rigor as propriedades histoldgicas, morfoldgicas, bioquimicas e fisiologicas do
epitélio da cornea humana. Quatro outros métodos de ensaio in vitro foram validados, considerados cientificamente
vélidos e adotados como métodos de ensaio B.47 (3), B.48 (4), B.61 (5) e B.68 (6), a fim de resolver a questio do
pardmetro desdes oculares graves/irritacio ocular.

4. O presente método inclui dois ensaios validados, comercialmente disponiveis, de RhCE. Realizaram-se estudos de
validacdo para avaliar irritagdo ocular/lesdes oculares graves (7) (8) (9) (10) (11) (12) (13) utilizando os ensaios de
irritagdo ocular EpiOcular™ Eye Irritation Test (EIT) e SkinEthic™ Human Corneal Epithelium (HCE) Eye Irritation
Test (EIT). Cada um destes testes utiliza, como sistema de ensaio, construgdes de tecido RhCE disponiveis no
comércio, a seguir referidas como métodos de referéncia validados — VRM1 e VRM2, respetivamente. A partir destes
estudos de validagdo e da sua avaliagdo independente por pares (9)(12), concluiu-se que o IET EpiOcular™ e o HCE
[ET SkinEthic™ permitem identificar corretamente os produtos quimicos (substincias e misturas) que, de acordo com
o GHS da ONU, nio necessitam de classificagdo e rotulagem em matéria de irritacdo ocular ou de lesdes oculares
graves, tendo os ensaios sido recomendados como cientificamente vélidos para o efeito (13).

5. E geralmente aceite que, num futuro previsivel, nenhum ensaio in vitro alternativo isolado podera substituir integral-
mente o ensaio ocular pelo método de Draize in vivo (2) (14) para prever toda a gama de reacdes de lesdes oculares
graves|irritacdo ocular das diferentes classes de produtos quimicos. Porém, a combinagio de vdrios métodos de ensaio
alternativos no ambito de uma estratégia de ensaio ascendente/descendente pode substituir-se ao ensaio ocular pelo
método de Draize (15). A abordagem ascendente (15) foi concebida para ser utilizada quando, com base nos dados
existentes, se preveja que um produto quimico ndo cause irritagdo ocular suficiente para necessitar de ser classificado,
enquanto a abordagem descendente (15) é concebida para ser utilizada quando, com base nos dados existentes, se
preveja que um produto quimico cause lesdes oculares graves. O EIT EpiOcular™ e o EIT HCE SkinEthic™ sdo
recomendados para a identificagdo de produtos quimicos que ndo necessitam de classificagdo para irritagdo ou lesdes
oculares graves de acordo com o GHS da ONU/CRE(nenhuma categoria) sem qualquer outro ensaio, no dmbito de
uma estratégia como a abordagem ascendente/descendente sugerida por Scott et al., por exemplo, como uma etapa

(") Regulamento (CE) n.° 1272/2008 do Parlamento Europeu e do Conselho, de 16 de dezembro de 2008, relativo a classificacdo,
rotulagem e embalagem de substancias e misturas, que altera e revoga as Diretivas 67/548|CEE e 1999/45/CE, e altera o Regulamento
(CE) n.° 1907/2006 (JOL 353 de 31.12.2008, p. 1).
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inicial de uma abordagem ascendente ou como uma das Gltimas etapas de uma abordagem descendente (15). No
entanto, o EIT EpiOcular™ e o EIT HCE SkinEthic™ ndo se destinam a estabelecer uma distingdo entre a categoria 1
do sistema GHS da ONU/CRE (lesdes oculares graves) e a categoria 2 do sistema GHS da ONU/CRE (irritagdo ocular).
Esta diferenciacdo terd de ser feita a outro nivel da estratégia de ensaio (15). No caso de produtos quimicos em
estudo identificados como necessitando de classificacio para a irritagdo ocular/lesdes oculares graves com o EIT
EpiOcular™ ou o EIT HCE SkinEthic™ serd, por conseguinte, necessdrio realizar ensaios complementares (in vitro
efou in vivo) para se chegar a uma conclusdo definitiva (nenhuma categoria, categoria 2 ou categoria 1 no sistema
GHS da ONU/CRE), utilizando, por exemplo, os métodos B.47, B.48, B.61 ou B.68.

6. O presente método de ensaio tem por objetivo descrever o procedimento utilizado para avaliar o potencial de
perigosidade ocular de um produto quimico em estudo, com base na sua capacidade de induzir a citotoxicidade num
tecido RhCE, medido pelo ensaio do MTT (16) (ver ponto 21). A viabilidade do tecido RhCE na sequéncia da
exposi¢io a um produto quimico em estudo é determinada em relagdo aos tecidos tratados com a substincia de
controlo negativa (taxa de viabilidade em %) e € utilizada para prever o potencial de perigosidade ocular do produto
em causa.

7. Existem normas de desempenho (17) para facilitar a validagdo de ensaios in vitro, novos ou modificados, baseados no
RhCE, semelhantes ao EIT EpiOcular™ e ao EIT HCE SkinEthic™, em conformidade com os principios do documento
de orientagdo n.° 34 da OCDE (18), e permitir a alteragdo oportuna da Test Guideline 492 da OCDE, para que possa
abranger os referidos ensaios. A aceitagdo mutua de dados (MAD) nos termos do acordo da OCDE sé poderd ser
garantida para métodos de ensaio validados de acordo com as normas de desempenho, se tiverem sido revistos e
incluidos na correspondente diretriz de ensaio da OCDE.

DEFINICOES

8. O apéndice 1 contém defini¢des.

CONSIDERACOES INICIAIS E LIMITACOES

9. O presente método de ensaio baseia-se em tecidos RhCE tridimensionais disponiveis no comércio que sdo produzidos
utilizando queratindcitos primdrios de epiderme humana (OCL-200 da EpiOcular™) ou células epiteliais da cérnea
humana imortalizadas (HCE/S da SkinEthic ™). Os tecidos RhCE OCL-200 da EpiOcular™ e HCE/S da SkinEthic™
sdo similares a estrutura tridimensional do epitélio corneano in vivo e sdo produzidos utilizando células da espécie-
-alvo (19)(20). Além disso, os ensaios medem diretamente a citotoxicidade resultante da penetragdo do produto
quimico através da cornea e a produgio de danos nas células e nos tecidos; a resposta citotoxica determina in vivo as
lesdes oculares gravesfa irritacdo ocular totais resultantes. Os danos nas células podem ocorrer através de varios
modos de acdo (ver ponto 20), mas a citotoxicidade desempenha um papel mecanistico importante — se ndo essencial
- na determinagdo da resposta global, em termos de lesdes oculares graves/irritacio ocular, a um produto quimico,
expressa in vivo principalmente por opacidade da cérnea, irite, vermelhiddo da conjuntiva efou equimose conjuntival,
independentemente dos processos fisico-quimicos subjacentes aos danos dos tecidos.

10. Uma vasta gama de produtos quimicos, que abrange uma grande diversidade de produtos quimicos, classes quimicas,
pesos moleculares, log(P), estruturas quimicas, etc., foi ensaiada no estudo de validagdo subjacente ao presente
método de ensaio. A base de dados de validagdo do EIT EpiOcular™ contém um total de 113 produtos quimicos,
que abrangem 95 grupos funcionais organicos diferentes, de acordo com uma andlise da caixa de ferramentas da
QSAR Toolbax da OCDE (8). A maioria destes produtos quimicos representa substincias monocomponentes, mas
vérias substincias multicomponentes (incluindo 3 homopolimeros, 5 copolimeros e 10 quase-polimeros) foram
igualmente incluidas no estudo. No que respeita ao estado fisico e as categorias do sistema GHS da ONU, os
113 produtos quimicos objeto de ensaio foram distribuidos do seguinte modo: 13 liquidos da categoria 1, 15
solidos da categoria 1, 6 liquidos da categoria 2A, 10 sélidos da categoria 2A, 7 liquidos da categoria 2B, 7 sélidos
da categoria 2B, 27 liquidos de nenhuma categoria e 28 sélidos de nenhuma categoria (8). A base de dados do EIT
HCE da SkinEthic™ contém um total de 200 produtos quimicos, que abrangem 165 grupos funcionais orgnicos
diferentes (8) (10) (11). A maioria destes produtos quimicos representava substancias monocomponentes, mas varias
substincias multicomponentes (incluindo 10 polimeros) foram igualmente incluidas no estudo. No que respeita ao
estado fisico e as categorias do sistema GHS da ONU, os 200 produtos quimicos objeto de ensaio foram distribuidos
do seguinte modo: 27 liquidos da categoria 1, 24 sdlidos da categoria 1, 19 liquidos da categoria 2A, 10 sélidos da
categoria 2A, 7 liquidos da categoria 2B, 8 s6lidos da categoria 2B, 50 liquidos de nenhuma categoria e 53 sdlidos de
nenhuma categoria (10) (11).
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11. O método € aplicével a substincias e misturas, s6lidos, liquidos, semissélidos e ceras. Os liquidos podem ser aquosos
ou ndo e os sélidos podem ser soltveis ou insoliveis em dgua. Sempre que possivel, os sélidos devem moidos em pd
fino antes da aplicacdo; ndo é necessdrio nenhum outro tratamento prévio da amostra. O estudo de validagio ndo
incidiu em gases e aerosséis. Embora se admita que uns e outros possam ser ensaiados recorrendo a tecnologia RhCE,
a versdo atual do método ndo estd vocacionada para ensaios de gases nem de aerossois.

12. Os produtos quimicos em estudo que absorvem a luz na gama do MTT formazano (naturalmente ou apés trata-
mento) e os produtos quimicos em estudo capazes de reduzir diretamente o corante vital MTT (a MTT formazano)
podem interferir com as medi¢des da viabilidade dos tecidos e requerer a realizagio de controlos adaptados para
corregio. O tipo de controlos adaptados que podem ser requeridos varia em funcdo do tipo de interferéncia
produzida pelo produto quimico em estudo e do procedimento utilizado para quantificar o MTT formazano (ver
pontos 36 a 42).

13. Os resultados obtidos nos estudos de pré-validacdo (21) (22) e de validagdo (8) (10) (11) demonstraram que tanto o
EIT EpiOcular™ como o EIT HCE SkinEthic™ sdo transferiveis para laboratérios considerados pouco experientes na
realizagio dos ensaios e sdo igualmente reprodutiveis, quer no mesmo laboratério quer em laboratérios diferentes.
Com base nestes estudos, o nivel de reprodutibilidade das previsdes expectaveis para o EIT da EpiOcular™ a partir de
dados relativos a 113 produtos quimicos é da ordem de 95 % a nivel intralaboratorial e de 93 % a nivel interla-
boratorial. O nivel de reprodutibilidade em termos de concordancia das previsdes expectdveis para o EIT HCE da
SkinEthic™ a partir de dados relativos a 120 produtos quimicos é da ordem dos 92 % a nivel intralaboratorial e de
95 % a nivel interlaboratorial.

14. O EIT da EpiOcular™ pode ser utilizado para identificar produtos quimicos que ndo necessitem de ser classificados
em termos de irritacdo ocular nem de lesdes oculares graves de acordo com o sistema de classificacio GHS da ONU e
com o CRE. Tendo em conta os dados obtidos no estudo de validagdo (8), o EIT da EpiOcular™ tem uma exatiddo
global de 80 % (com base em 112 produtos quimicos), uma sensibilidade de 96 % (57 produtos quimicos) uma taxa
de falsos negativos de 4 % (com base em 57 produtos quimicos), uma especificidade de 63 % (55 produtos quimicos)
e uma taxa de falsos positivos de 37 % (55 produtos quimicos) comparativamente com dados do ensaio ocular in vivo
no coelho — método de ensaio B.5 (2)(14) classificado de acordo com o sistema de classificacio GHS da ONU e com
o CRE. Um estudo em que foram ensaiados com o EIT da EpiOcular™ 97 formulagdes de produtos agroquimicos
liquidos demonstrou um desempenho do método de ensaio para este tipo de misturas similar ao obtido no estudo de
validacdo (23). As 97 formulages distribuiram-se do seguinte modo: 21 da categoria 1, 19 da categoria 2A, 14 da
categoria 2B e 43 sem categoria, classificadas de acordo com o sistema de classificagio GHS da ONU com base em
dados de referéncia do ensaio ocular in vivo do coelho (método de ensaio B.5) (2)(14). Foi obtida uma exatiddo global
de 82 % (com base em 97 formulagdes), uma sensibilidade de 91 % (54 formula¢des), uma taxa de falsos negativos
de 9 % (54 formulagdes), uma especificidade de 72 % (43 formulagdes) e uma taxa de falsos positivos de 28 % (43
formulagdes) (23).

15. O IET HCE da SkinEthic™ pode ser utilizado para identificar produtos quimicos que ndo necessitem de ser
classificados em termos de irritagdo ocular nem de lesdes oculares graves de acordo com o sistema de classificagio
GHS da ONU e com o CRE. Tendo em conta os dados obtidos no estudo de validagio (10) (11), o EIT HCE da
SkinEthic™ tem uma exatiddo global de 84 % (com base em 200 produtos quimicos), uma sensibilidade de 95 % (97
produtos quimicos) uma taxa de falsos negativos de 5 % (97 produtos quimicos), uma especificidade de 72 % (103
produtos quimicos) e uma taxa de falsos positivos de 28 % (103 produtos quimicos) comparativamente com dados
do ensaio ocular in vivo no coelho (método de ensaio B.5 (2)(14) classificado de acordo com o sistema de classi-
ficacgdio GHS da ONU e com o CRE.

16. As taxas de falsos negativos obtida com ambos os ensaios RhCE, tanto para as substincias como para as misturas,
estdo dentro dos 12 % de probabilidade de os produtos quimicos serem identificados como pertencendo a categoria
2 ou a nenhuma do GHS da ONU e do CRE pelo ensaio ocular de Draize in vivo, em testes repetidos; ou seja, sdo
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devidas a variabilidade intrinseca do método de ensaio (24). As taxas de falsos positivos obtidas com ambos os
métodos de ensaio RhCE tanto com substdncias como com misturas ndo sdo criticas no contexto do presente
método de ensaio, uma vez que todos os produtos quimicos que produzem uma viabilidade dos tecidos igual ou
inferior aos limites estabelecidos (ver ponto 44) requerem ensaios complementares por recurso a outros métodos de
ensaio in vitro, ou, em dltimo recurso, em coelhos, consoante os requisitos regulamentares, utilizando uma estratégia
de ensaios sequenciais, numa abordagem de ponderagio da suficiéncia da prova. Estes métodos podem ser usados
para todos os tipos de produtos quimicos, devendo um resultado negativo ser aceite para que ndo se classifique um
produto quimico em termos de irritagdo ocular e de lesdes oculares graves (nenhuma categoria do GHS da ONU]/
|CRE). Devem consultar-se as entidades reguladoras competentes antes da utilizagdo do EIT da EpiOcular™ e do EIT
HCE da SkinEthic™ quanto a aplicagdo de sistemas de classificagio diferentes do GHS da ONU/CRE.

17. Uma limitagdo do presente método de ensaio reside no facto de ndo permitir distinguir irritacio ocular/efeitos
oculares reversiveis (categoria 2) e lesdes oculares gravesfefeitos oculares irreversiveis (categoria 1), definidos no
sistema GHS da ONU e no CRE, nem entre irritantes oculares (categoria 2A facultativa) e irritantes oculares ligeiros
(categoria 2B facultativa), definidos no sistema GHS da ONU (1). Para o efeito, sio necessdrios ensaios complemen-
tares por recurso a outros métodos de ensaio in vitro.

18. A expressdo «produto quimico em estudo» é utilizada no presente método de ensaio refere-se ao objeto do estudo (?),
ndo pressupondo a aplicabilidade do método de ensaio RhCE ao ensaio de substincias efou misturas.

PRINCIPIO DO ENSAIO

19. O produto quimico em estudo € aplicado localmente a um minimo de dois sistemas tridimensionais de tecido RhCE,
sendo a viabilidade dos tecidos medida apds a exposicdo e um periodo de incubacio subsequente ao tratamento. Os
tecidos RhCE sdo reconstruidos a partir de queratindcitos primdrios da epiderme humana ou de células epiteliais da
cornea humana imortalizadas, cultivadas durante varios dias para formar um epitélio escamoso, estratificado, alta-
mente diferenciado e morfologicamente semelhante ao encontrado na cérnea humana. O tecido RhCE da EpiOcu-
lar™ consiste em, pelo menos, trés camadas vidveis de células e uma superficie ndo queratinizada, apresentando uma
estrutura andloga a estrutura in vivo. O tecido HCE RhCE da SkinEthic™ consiste em, pelo menos, quatro camadas
vidveis de células, incluindo células colunares basais, células transicionais aladas e células escamosas superficiais
similares as do epitélio da cornea humana normal. (20) (26).

20. As lesdes oculares graves, ou irritagio ocular grave, induzidas por produtos quimicos, que se manifestam in vivo,
principalmente, por opacidade da cérnea, irite, vermelhiddo da conjuntiva efou equimose conjuntival, resultam de
uma sucessdo de eventos que se inicia com a penetragio do produto quimico na cdérnea efou na conjuntiva e a
produgio de danos nas células. Estes podem ocorrer por virios modos de acdo, nomeadamente lise da membrana
celular (caso, por exemplo, dos tensioativos e solventes organicos), coagulagdo macromolecular (sobretudo proteinas)
(por exemplo, tensioativos, solventes organicos, dcidos e compostos alcalinos), saponificagdo de lipidos (por exemplo,
por compostos alcalinos), interagdes de alquilacio ou outras interagdes covalentes com macromoléculas (por exem-
plo, por descolorantes, perdxidos e alquiladores) (15) (27) (28). No entanto, ficou demonstrado que a citotoxicidade
desempenha um papel mecanistico importante, se ndo essencial, na determinagio da resposta global a um produto
quimico, expressa em lesdes oculares gravesfirritacio ocular, independentemente dos processos fisico-quimicos sub-
jacentes aos danos nos tecidos (29) (30). Além disso, o potencial de lesdes oculares gravesfirritacio ocular de um
produto quimico ¢é principalmente determinado pela gravidade da lesdo inicial (31), relacionada com a extensdo da
morte celular (29) e com a intensidade das respostas e eventuais resultados posteriores (32). Assim, de um modo
geral, os irritantes leves apenas afetam o epitélio superficial da cornea, os irritantes ligeiros e moderados afetam,
principalmente, o epitélio e o estroma superficial e os irritantes fortes afetam o epitélio, o estroma profundo e, por
vezes, o endotélio corneano (30) (33). A medic¢do da viabilidade do tecido RhCE, apds exposicdo tépica a um
produto quimico em estudo, para identificar produtos quimicos que ndo necessitem de ser classificados em caso de
lesdes oculares gravesfirritacio ocular (nenhuma categoria no sistema GHS da ONU e no CRE) baseia-se no pres-
suposto de que todos os produtos quimicos indutores de lesdes oculares ou irritacio ocular graves induzirdo
citotoxicidade no epitélio da cérnea efou na conjuntiva.

() Em junho de 2013, a reunido conjunta acordou que, sempre que possivel, nas Test Guidelines da OCDE novas ¢ atualizadas, a
expressdo «produto quimico em estudo» deveria passar a ser utilizada de forma mais coerente, para descrever o objeto do estudo.
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21. A viabilidade dos tecidos RhCE é normalmente medida pela conversdo enzimdtica do corante vital MTT [3-(4,5-
-dimetiltiazol-2-il)-2, 5-difeniltetrazdlio, azul de tiazolilo, n.° CAS 298-93-1] pelas células vidveis do tecido num sal
azul de MTT formazano, que é determinado quantitativamente depois de extraido dos tecidos (16). Os produtos
quimicos que ndo necessitam de classificacdo e rotulagem de acordo com o sistema GHS da ONU/CRE (nenhuma
categoria) sdo identificados como aqueles relativamente aos quais a viabilidade dos tecidos ndo diminui aquém de um
limiar definido (ou seja, viabilidade dos tecidos ndo diminui > 60 %, no caso do EITL da EpiOcular™ e do HCE EITL
da SkinEthic™ (%), e > 50 %, no caso do HCE EITS da SkinEthic™ (%) (ver ponto 44).

DEMONSTRACAO DE COMPETENCIA TECNICA

22. Antes de utilizarem de forma rotineira os ensaios RhCE para fins normativos, os laboratérios devem demonstrar a
sua competéncia técnica através da previsdo correta dos quinze produtos quimicos para a demonstracdo de compe-
téncia técnica que constam do quadro 1. Estes produtos quimicos foram selecionados a partir dos produtos utilizados
nos estudos de validacdo dos VRM (8) (10) (11). A selecdo inclui, na medida do possivel, produtos quimicos que: (i)
abrangem diferentes estados fisicos; (ii) cobrem toda a gama de respostas in vivo expressas em lesdes oculares
graves|irritacio ocular, com base em resultados de alta qualidade obtidos no ensaio ocular in vivo de referéncia
no coelho (método de ensaio B.5) (2)(14), no sistema de classificacio GHS da ONU (categorias 1, 2A, 2B ou
nenhuma categoria) (1) e no sistema de classificagio CRE (categorias 1, 2 ou nenhuma categoria); (iii) cobrem os
vérios fatores de classificacio in vivo (24)(25); (iv) sdo representativos das classes de produtos quimicos utilizadas no
estudo de validagdo (8)(10)(11); (v) cobrem uma boa e ampla representagio dos grupos funcionais organicos
(8)(10)(11); (vi) possuem estruturas quimicas bem definidas (8)(10)(11); (vii) sdo coloridos efou redutores diretos
do MTT; (viii) produziram resultados reprodutiveis em métodos de ensaio RhCE durante as respetivas validagdes; (ix)
foram corretamente preditos por métodos de ensaio RhCE durante os respetivos estudos de validacio; (x) cobrem
toda a gama de respostas in vitro baseadas em dados de alta qualidade relativos aos métodos de ensaio RhCE
(viabilidade de 0 a 100 %); (xi) estdo comercialmente disponiveis; e (xii) ndo tém custos de aquisicio efou de
eliminagdo proibitivos. Caso um produto quimico constante da lista ndo esteja disponivel ou ndo possa ser utilizado
por outros motivos justificados, pode utilizar-se outro produto que satisfaga os critérios acima descritos, por
exemplo, com base nos produtos quimicos utilizados na validagio do método de referéncia. Qualquer alteragio
deve, no entanto, ser justificada.

Quadro 1

Lista de produtos quimicos recomendados para demonstracio de competéncia técnica

Denominacio N° CAS Grupo funcional Estado | VRM1 — (%) |VRM2 — (%)| Previsio do |Redutor do |Interf. de
quimica ) organico (') fisico viabilidade (?) | viabilidade (%) VRM MTT cor
Categoria in vivol ()
Tioglicolato de | 2365-48-2 | Ester de dcido carbo- L 10,9 £6,4 55%7,4 Previsdo Y (forte) N
metilo xilico; tiodlcool impossivel
Acrilato  de hi- 818-61-1 Acrilato; Alcool L 7,5%£4,7 () 1,6 +1,0 Previsio N N
droexitilo impossivel
2,5-Dimetil-2,5- 110-03-2 Alcool S 2,3 £0,2 0,2 £0,1 Previsio N N
-hexanodiol impossivel
Oxalato de sédio 62-76-0 Acido dicarboxilico S 29,0 £1,2 5,3 4,1 Previsio N N
impossivel
Categoria in vivo2A (%)
Di-D-gluconato de | 18472-51-0 | Halogeneto de hete- L 4,021,1 1,3 0,6 Previsdo N Y (fra-
N,N"-bis(4-clorofe- rociclicos aromadticos; impossivel co)
nil)-3,12-diimino- halogeneto de arilo;
2,4,11,13-tetrade- grupo di-hidroxilo;
cano-diimidamida guanidina;
(20 %, aquoso) ()

(}) EITL: EIT para liquidos, no caso do HCE sa SkinEthic™
(*) EITS: EIT para solidos no caso do HCE da SkinEthic™
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Denominagio N© CAS Grupo funcional Estado | VRM1 — (%) |VRM2 — (%)| Previsdo do |Redutor do |Interf. de
quimica ) organico (') fisico viabilidade (?) | viabilidade (%) VRM MTT cor
Benzoato de sddio 532-32-1 Arilo; 4cido carboxi- S 3,5 2,6 0,6 +0,1 Previsio N N
lico impossivel
Categoria in vivo 2B (*)
Dietiltoluamida 134-62-3 Benzamida L 15,6 26,3 2,8 £0,9 Previsio N N
impossivel
2,2-Dimetil-3-me- 79-92-5 Alcano ramificado S 4,7 £1,5 15,8 1,1 Previsdo N N
tilenobiciclo com carbono tercia- impossivel
[2.2.1]Theptano rio; alceno; biciclo-
-heptano; carbociclo
de anel em ponte;
carbociclo cicloalca-
no
Nenhuma categoria in vivo (*)
Etilsulfato de 1-| 342573-75-5 Alcoxido; sal de L 79,9 £6,4 79,4 6,2 | Nenhuma N N
-etil-3-metilimida- amonio; arilo; imida- cat.
z6lio zolo; sulfato
Eter dicaprilico 629-82-3 Alcoxido;éter L 97,8 4,3 | 95230 | Nenhuma N N
cat.
Butéxido de pipe- 51-03-6 Alcoxi; benzodioxole; L 104,2 +42 | 96,5 +3,5 | Nenhuma N N
ronilo benzilo; éter cat.
Polietilenoglicol 61788-85-0 | Acila; dlcool; alilo; | Viscosi- | 77,6 £5,4 | 89,1 +2,9 | Nenhuma N N
(PEG-40) com éter dade cat.
6leo de ricino hi-
drogenado
1-(4-Clorofenil)-3- 101-20-2 Heterociclicos aro- S 106,7 £5,3 | 101,9 +6,6 | Nenhuma N N
-(3,4-diclorofe- méticos; halogeneto cat.
niljureia de arilo; derivados de
ureia
2,2'-Metileno- 103597-45-1 Alcano ramificado S 102,7 £13,4 | 97,7 5,6 Nenhuma N N
-bis[6-(2H-benzo- com carbono quater- cat.
triazol-2-il)-4- nario; carbociclicos
-(1,1,3,3-tetrametil- fundidos aromdticos;
butil)fenol] heterociclicos fundi-
dos saturados; com-
postos quindides
precursores; terc-buti-
lo
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Denominagio N© CAS Grupo funcional Estado | VRM1 — (%) |VRM2 — (%)| Previsdo do |Redutor do |Interf. de
quimica ) organico (') fisico viabilidade (?) | viabilidade (%) VRM MTT cor
Tetrafluoroborato | 14075-53-7 Sal inorganico S 88,6 t3,3 | 92,951 | Nenhuma N N
de potassio cat.
Abreviaturas:

N.° CAS = Niimero de registo do Chemical Abstracts Service; GHS da ONU = 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); (1); VRM1 = Método de

referéncia validado, IET da EpiOcular™; VRM2 = Método de referéncia validado, HCE IET da SkinEthic™; Interf. de cor = interferéncia de cor com a

medigdo da absorvancia padrio (densidade 6tica — DO) do MTT formazano.

(") Grupo funcional organico atribuido de acordo com a andlise 3.3 da Toolbox da OCDE (8).

() Com base nos resultados obtidos com o EIT da EpiOcular™ no ensaio de validacdo de irritagdo ocular (EIVS) do EURL ECVAM/Cosmetics Europe (8).

(%) Com base nos resultados obtidos com o HCE EIT SkinEthic™ no estudo de validagdo (10) (11).

(% Com base nos resultados do ensaio ocular in vivo no coelho (método de ensaio B.5/TG 405 da OCDE) (2) (14) e utilizando o sistema GHS da ONU.

(°) Com base nos resultados obtidos no ambito do CEFIC CONsortium for in vitro Eye Irritation testing strategy (CONA4EI) Study.

(%) A classificagdo na categoria 2A ou 2B depende da interpretagio do critério do sistema GHS da ONU para distinguir estas categorias: se para a
classificagdo na categoria 2A poder ser atribuida é necessario que 1 em 3 ou 2 em 3 animais exibam efeitos no sétimo dia. O estudo in vivo incidiu
em 3 animais. Todos os animais recuperaram para a pontuagdo 0 ao sétimo dia, ou antes, em todos os parimetros, exceto a opacidade da cdrnea
num animal. No sétimo dia, este animal apresentava opacidade da cornea com pontuagio 1; no nono dia, estava totalmente recuperado.

23. No ambito do ensaio de competéncia técnica, recomenda-se que o utilizador verifique, apds a recegdo dos tecidos, as
propriedades de barreira dos mesmos, especificadas pelo produtor do modelo de tecido RhCE. Este aspeto é
especialmente importante se os tecidos forem expedidos a longas distancias ou demorarem muito tempo a chegar.
A partir do momento em que um método de ensaio esteja implantado e tenha sido adquirida e demonstrada
competéncia técnica para o utilizar, ndo é necessdrio efetuar por rotina a referida verificacdo. Recomenda-se, contudo,
que, ao utilizar com regularidade um método de ensaio, se continue a avaliar periodicamente as propriedades de
barreira.

PROCEDIMENTO

24. Os ensaios atualmente abrangidos por este método de ensaio sdo os cientificamente vélidos EIT da EpiOcular™ e
HCE EIT da SkinEthic™ (9) (12) (13), referidos como métodos de referéncia validados (VRM1 e VRM2, respetiva-
mente). Existem procedimentos operacionais normalizados (PON) para os métodos de ensaio RhCE, que devem ser
utilizados nas fases de implementacio e utilizacgdo dos métodos de ensaio no laboratério (34) (35). Os pontos
seguintes € o apéndice 2 descrevem os principais componentes e procedimentos dos ensaios RhCE.

COMPONENTES DO METODO DE ENSAIO RHCE
Condicdes gerais

25. Devem utilizar-se células de origem humana adequadas para reconstruir o tecido tridimensional do epitélio corneano,
composto por células progressivamente estratificadas, mas ndo cornificadas. O modelo do tecido RhCE é preparado
em inser¢des com uma membrana sintética porosa, através da qual os nutrientes podem passar para as células.
Devem estar presentes no epitélio corneano reconstruido vérias camadas de células epiteliais vidveis, ndo queratini-
zadas. O modelo de tecido RhCE deve ter a superficie epitelial em contato direto com o ar, de modo a permitir a
exposicdo tdpica direta aos produtos quimicos em estudo numa forma semelhante aquela como o epitélio corneano
seria exposto in vivo. O modelo de tecido RhCE deve formar uma barreira funcional com robustez suficiente para
resistir a uma penetracdo rapida de substincias de referéncia citotéxicas, por exemplo, o Triton X-100 ou SDS.
Importa demonstrar a eficicia da barreira, que pode ser avaliada pela determinagdo do tempo de exposi¢io necessério
para reduzir a viabilidade tecidual em 50 % (ET ), por aplicagdo de uma substincia de referéncia a uma concentragdo
especifica fixa — p.ex., 100 pl de Triton X-100 a 0,3 % (v/v) — ou a concentragio na qual a substancia de referéncia
reduz a viabilidade dos tecidos em 50 % (ICs5,) apés um tempo de exposi¢do determinado (p.ex., 30 minutos de
exposi¢do com 50 pl de SDS) — ver ponto 30. As propriedades de contencio do tecido RhCE reconstruido devem
impedir a passagem do produto quimico em estudo na extremidade do tecido vidvel, o que redundaria numa
modelacio deficiente da exposi¢do da cdrnea. As células de origem humana utilizadas para reconstruir o tecido
RhCE devem estar isentas de contaminagio por bactérias, virus, micoplasmas e fungos. A esterilidade do tecido deve
ser verificada pelo fornecedor, para assegurar que nio estd contaminado por fungos e bactérias.

Condicdes funcionais

Viabilidade

26. O ensaio utilizado para quantificar a viabilidade dos tecidos é o ensaio MTT (16). As células vidveis do tecido RhCE
reconstruido reduzem o corante vital MTT a um precipitado azul de MTT formazano, que é depois extraido do tecido
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com isopropanol (ou solvente similar). O MTT formazano extraido pode ser quantificado por um método norma-
lizado de medigdo da absorvancia (densidade 6tica — DO) ou um procedimento de espetrofotometria HPLC/UPLC
(36). A densidade dtica do solvente de extracio isolado deve ser suficientemente baixa (< 0,1). Os utilizadores do
tecido RhCE reconstruido devem garantir que cada lote utilizado preenche os critérios definidos para o controlo
negativo. Os intervalos de aceitabilidade para os valores de densidade dtica dos controlos negativos para o VRMS sdo
indicados no quadro 2. Os utilizadores de espetrofotometria HPLC/UPLC devem utilizar as gamas de controlo
negativo da densidade ética indicadas no quadro 2 como critério de aceitagdo para o controlo negativo. O relatério
do ensaio deve documentar a estabilidade em cultura dos tecidos tratados com a substincia de controlo negativo
(fornecer medices da viabilidade de tecidos similares) no periodo de exposicio do ensaio. O procedimento deve ser
idéntico ao seguido pelo produtor de tecidos no ambito do controlo de qualidade da liberacdo dos lotes de tecido;
neste caso, podem ser aplicdveis critérios de aceitagdo diferentes dos especificados no quadro 2. O fabricante de
tecidos RHCE deve estabelecer um intervalo de aceitabilidade (limite superior e inferior) para os valores de densidade
Gtica dos controlos negativos (nas condi¢des do método de ensaio do controlo da qualidade) do concetor/fornecedor.

Quadro 2

Intervalos de aceitabilidade dos valores de densidade ética dos controlos negativos (para os utilizadores do
ensaio)

Ensaio Ml Taftaitor ét Limite superior de aceitabilidade
aceitabilidade P

EIT da EpiOcular™ (OCL-200) — VRM1 (para >0,8 (1) <25

protocolos de liquidos e sélidos)

HCE EIT (HCE/S) da SkinEthic™ — VRM2 (para >1,0 <25

protocolos de liquidos e sélidos)

(1) Este limite de aceitacdo considera a possibilidade de periodos transporte/armazenamento prolongados (por ex., > 4 dias), que se
demonstrou ndo ter impacto no desempenho do método de ensaio (37).

Funcdo de barreira

27. O tecido RhCE deve ser suficientemente espesso e robusto para resistir a rdpida penetragio de substincias de
referéncia citotdxicas, estimada, por exemplo, pelo EF5, (Triton X-100) ou pela IC5, (SDS) (quadro 3). A funcdo
de barreira de cada lote do tecido RhCE utilizado deve ser demonstrada pelo concetor/fornecedor do RhCE, aquando
do fornecimento dos tecidos ao utilizador final (ver ponto 30).

Morfologia

28. O exame histoldgico do tecido RhCE deve mostrar uma estrutura de epitélio corneano humano (incluindo pelo
menos 3 camadas de células epiteliais vidveis e uma superficie ndo queratinizada). Para os VRM, a morfologia
adequada foi estabelecida pelo criador/fornecedor, pelo que ndo precisa de ser novamente demonstrada por um
utilizador do método de ensaio para cada lote de tecidos utilizado.

Reprodutibilidade

29. Os resultados dos controlos positivos e negativos do método de ensaio devem mostrar reprodutibilidade ao longo do
tempo.

Controlo de qualidade

30. O tecido RhCE s6 deve ser utilizado se o concetor/fornecedor demonstrar que cada lote obedece a critérios definidos
de liberagdo da produgdo, dos quais o de viabilidade (ponto 26) e o de funcdo de barreira (ver ponto 27) sdo os mais
relevantes. O concetor/fornecedor do tecido RhCE deve estabelecer uma gama de aceitabilidade (limites superior e
inferior) para as fungdes de barreira, medidas por ET5, ou ICs, (ver pontos 25 e 26). A gama de aceitabilidade do
ETs, e ICs, utilizada como critério de controlo da qualidade para a liberacdo dos lotes de RhCE pelo seu concetor/
[fornecedor (utilizado nos VRM), figura no quadro 3. O concetor/fornecedor do tecido RhCE deve fornecer aos
utilizadores do método de ensaio dados que demonstrem o cumprimento de todos os critérios de liberagio da
produgdo, para que os utilizadores possam incluir essas informacdes no relatério de ensaio. Apenas os resultados
obtidos com tecidos que satisfagam todos os critérios de liberagio da producio podem ser aceites para a previsio
fidvel de produtos quimicos que, em conformidade com o GHS da ONU/CRE, ndo necessitem de classificacio e
rotulagem em termos de irritacdo ocular ou de lesdes oculares graves.
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Quadro 3

Critério de QC para a liberagio de lotes

Ensaio Limite inferior de aceitabilidade Limite superior de aceitabilidade

EIT da EpiOcular™ (OCL-200) — VRM1 [100 ETsy = 12,2 min ETsy = 37,5 min
pl de Triton X-100 a 0,3 % (v[v)]

HCE IET (HCE/S) da SkinEthic™ — VRM2 (tra- IC5y = 1 mg/ml IC5p = 3,2 mg/ml
tamento de 30 minutos, com 50 pl de SDS)

Aplicagio dos produtos quimicos em estudo e das substincias de controlo

31. Em cada ensaio de cada série, devem utilizar-se, pelo menos, dois replicados de tecido para cada produto quimico em
estudo e para cada substincia de controlo. Utilizam-se dois protocolos de tratamento diferentes, um para produtos
quimicos em estudo no estado liquido e outro para produtos quimicos no estado sélido (34) (35). Para ambos os
métodos e protocolos, a superficie do modelo de tecido deve ser humedecida com solucdo salina tamponada de
fosfatos de Dulbecco, sem cdlcio e sem magnésio (DPBS sem Ca®*/Mg?"), antes da aplicagio dos produtos quimicos
em estudo, para simular as condi¢des de humidade do olho humano. O tratamento dos tecidos ¢ iniciado com a
exposicio ao(s) produto(s) quimico(s) em estudo e as substincias de controlo. Para ambos os protocolos de trata-
mento de ambos os VRM, aplica-se uma quantidade suficiente do produto quimico em estudo ou da substincia de
controlo para cobrir uniformemente a superficie epitelial, evitando-se uma dose infinita (ver pontos 32 e 33)
(apéndice 2).

32. Os produtos quimicos em estudo que possam ser pipetados a 37 °C ou a temperaturas inferiores — utilizando uma
pipeta de deslocamento positivo, se necessdrio — sdo tratados como liquidos nos VRM; caso contrario, devem ser
tratados como sélidos (ver ponto 33). Nos VRM, o produto quimico liquido em estudo estd uniformemente
espalhado pela superficie do tecido — ou seja, um minimo de 60 plfcm de aplicagdo; ver apéndice 2, (33) (34).
Devem evitar-se, na medida do possivel, efeitos capilares (efeitos de tensdo superficial) que possam ocorrer devido aos
baixos volumes aplicados na inser¢do (na superficie do tecido), para garantir a dosagem correta do tecido. Os tecidos
tratados com produtos quimicos liquidos em estudo sdo incubados durante 30 minutos em condi¢des de cultura
normais (37£2 °C, 51 % CO,, = 95 % HR). No final do periodo de exposicio, devem remover-se cuidadosamente da
superficie do tecido o produto quimico liquido em estudo e as substincias de controlo, através de uma lavagem
extensiva com DPBS sem Ca®*|Mg?’, 4 temperatura ambiente. Esta fase de lavagem ¢ seguida por uma imersio pos-
-exposi¢do em meio fresco a temperatura ambiente — para retirar o produto quimico em estudo absorvido pelo tecido
— por um periodo predefinido, que varia em fun¢do do VRM utilizado. Unicamente para o VRM1, antes da realizacdo
do ensaio com MTT, ¢ praticada uma incubacio pés-exposi¢do em meio fresco, em condigdes de cultura normais —
ver apéndice 2, (34) (35).

33. Os produtos quimicos em estudo que ndo possam ser pipetados a temperaturas até 37 °C s3o tratados como s6lidos
no VRM. A quantidade de produto aplicada deve ser suficiente para cobrir toda a superficie do tecido, ou seja, deve
utilizar-se um minimo de 60 mgjcm? (apéndice 2). Sempre que possivel, os sélidos devem ser ensaiados na forma de
p6 fino. Os tecidos tratados com produtos quimicos sélidos sdo incubados por um periodo predefinido, consoante o
VRM utilizado, em condigdes de cultura normais — ver apéndice 2, (34) (35). No final do perfodo de exposicio,
devem remover-se cuidadosamente da superficie do tecido o produto quimico em estudo e as substincias de
controlo, através de uma lavagem extensiva com DPBS sem Ca®*|Mg?*, a temperatura ambiente. Esta fase de lavagem
¢ seguida de uma imersdo pds-exposicio em meio fresco, a temperatura ambiente — para remogdo do produto
quimico em estudo absorvido pelo tecido —, por um periodo predefinido que varia em fun¢io do VRM utilizado, e de
uma incubagdo ap6s exposicio em meio fresco em condi¢des de cultura normais, antes da realizacio do ensaio com
MTT - ver apéndice 2, (34) (35).
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34. Devem prever-se controlos negativos e positivos paralelos, para demonstrar que a viabilidade (determinada com o
controlo negativo) e a sensibilidade (determinada com o controlo positivo) dos tecidos se encontram dentro dos
intervalos de aceitacio definidos com base em dados histéricos. O controlo negativo paralelo proporciona ainda a
linha de base (100 % de viabilidade dos tecidos) para calcular a percentagem de viabilidade relativa dos tecidos
tratados com o produto quimico em estudo (ensaio de % de viabilidade). A substincia de controlo positivo
recomendada para o VRM ¢é o acetato de metilo puro (n.° CAS 79-20-9, comercializado, por exemplo, pela
Sigma-Aldrich, Cat n.° 45997; liquido). As substincias de controlo negativo recomendadas para os VRMI e
VRM? sio 4gua ultrapura e DPBS sem Ca’*/Mg2", respetivamente. Foram estas as substancias de controlo utilizadas
nos estudos de validagdo dos VRM e aquelas para as quais existem mais dados. A utilizacdo de outras substancias de
controlo, positivas ou negativas, adequadas devera justificar-se cientifica e adequadamente. Os controlos negativos e
positivos devem ser ensaiados com o(s) protocolo(s) utilizado(s) para os produtos quimicos em estudo incluidos na
série de ensaios (liquidos efou sdlidos). A aplicagdo deve ser seguida da exposi¢do ao produto quimico em estudo, da
lavagem, da imersdo pds-exposicdo e da incubagdo pds-exposicdo, quando pertinente, conforme descrito para os
controlos paralelos aos ensaios dos produtos quimicos liquidos (ver ponto 32) ou para os controlos paralelos aos
ensaios dos produtos quimicos sélidos (ver ponto 33), antes da realizacio do ensaio com MTT (ver ponto 35) (34)
(35). Um dnico conjunto de controlos negativos e positivos é suficiente para todos os produtos quimicos no mesmo
estado fisico (liquidos ou sélidos) incluidos na mesma série de ensaios.

Medicoes de viabilidade dos tecidos

35. Para medir a viabilidade celular no 4mbito do presente método, deve utilizar-se o método quantitativo validado do
MTT, que é compativel com a arquitetura tridimensional dos tecidos. O ensaio do MTT é efetuado imediatamente
ap6s o periodo de incubagio pds-exposicdo. Nos VRM, a amostra de tecido RhCE é colocada em 0,3 ml de solugdo
de MTT a 1 mg/ml durante 180%15 minutos, em condi¢des de cultura normais. O corante vital MTT ¢é reduzido a
um precipitado azul de MTT formazano pelas células vidveis do tecido RhCE. O precipitado é em seguida extraido do
tecido com recurso a um volume adequado de isopropanol, ou a um solvente similar (34) (35). No caso dos tecidos
ensajados com produtos quimicos liquidos em estudo, a extragdo deve ser feita da parte superior e inferior, enquanto
no caso dos tecidos ensaiados com produtos quimicos sélidos e liquidos coloridos, a extragio devem ser efetuada
unicamente da parte inferior, para minimizar uma eventual contaminacio da solugdo de extragdo de isopropanol
com produto quimico em estudo que possa ter permanecido no tecido. No caso dos tecidos que tenham sido
ensajiados com produtos quimicos liquidos e que ndo tenham sido imediatamente lavados, a extragdo também deve
ser feita apenas da parte inferior. As substincias de controlo positivo e positivo paralelo devem ser tratadas de forma
similar & do produto quimico em estudo. O MTT formazano extraido pode ser quantificado quer por medi¢do da
absorvancia-padrio (DO) a 570 nm, utilizando um filtro de banda passante de 30 nm, no maximo, quer por um
procedimento de espetrofotometria HPLC/UPLC —ver ponto 42 (11) (36).

36. As propriedades Oticas do produto quimico em estudo ou a sua agdo quimica sobre o MTT podem interferir na
medi¢do do MTT formazano, conduzindo a uma estimativa falsa da viabilidade dos tecidos. Os produtos quimicos
em estudo podem interferir com a medi¢gdo do MTT formazano por reducio direta do MTT a azul de MTT
formazano efou por interferéncia cromatica, se a sua absorvancia, quer natural, quer devida a procedimentos de
tratamento, se situar na mesma gama de densidade 6tica que o MTT formazano (cerca de 570 nm). Devem realizar-se
controlos prévios para permitir a identificagdo de potenciais redutores diretos do MTT efou de produtos quimicos
com interferéncia cromdtica; devem ainda efetuar-se controlos adicionais para detetar e corrigir possiveis interferén-
cias desses produtos quimicos em estudo (ver os pontos 37 a 41). Este aspeto é especialmente importante quando
um produto quimico em estudo ndo é completamente removido do tecido RhCE por lavagem ou quando penetra no
epitélio corneano propriamente dito e estd, portanto, presente no tecido RhCE quando ¢ realizado o ensaio do MTT.
No caso dos produtos quimicos que absorvem a luz na mesma gama do MTT formazano (naturalmente ou apds
tratamento) e que ndo sio compativeis com a medicdo da absorvancia-padrio (DO) do MTT formazano devido a
uma interferéncia demasiado forte — ou seja, uma forte absorvancia a 570 £30 nm —, pode recorrer-se a um
procedimento de espetrofotometria-HPLC/UPLC para medir o MTT formazano (ver pontos 41 e 42) (11) (36).
Nos PON dos VRM estd disponivel uma descricio pormenorizada do modo de detegdo e correcdo da redugdo direta
do MTT e das interferéncias dos agentes corantes (34) (35). Os apéndices Il e IV contém fluxogramas com
orientagdes sobre o modo de identificar e manusear os redutores diretos do MTT efou os produtos quimicos
suscetiveis de interferirem cromaticamente no VRM1 e VRM?2, respetivamente.
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37. Para identificar eventuais interferéncias provocadas por produtos quimicos em estudo com a mesma gama de
absorvancia da luz que o MTT (naturalmente ou apds tratamento) e determinar a necessidade de proceder a controlos
adicionais, o produto quimico em estudo é adicionado a dgua efou isopropanol e incubado, por um periodo
adequado, a temperatura ambiente — ver apéndice 2, (34) (35). Se o produto quimico em estudo, dissolvido em
dgua efou em isopropanol, mostrar uma absorvancia suficiente na gama de 570 £20 nm para o VRM1 (ver apéndice
3), ou caso se obtenha uma solugdo colorida quando se mistura o produto com dgua, para o VRM2 (ver apéndice 4),
presume-se que o produto quimico em causa interfere com a medigdo da absorvincia-padrio do MTT formazano,
devendo realizar-se controlos de corante complementares ou, em alternativa, utilizar um procedimento de espetro-
fotometria HPLC/UPLC, caso em que estes controlos ndo sdo exigidos (ver pontos 41 e 42 e apéndices Il e IV) (34)
(35). Ao efetuar a medi¢do da absorvancia-padrdo, deve-se aplicar cada um dos produtos quimicos em estudo
interferentes em, pelo menos, dois replicados vidveis do tecido, que sdo submetidos a totalidade do processo de
ensaio, mas s3o incubados em meio e ndo na solu¢do de MTT durante a fase de incubagdo com MTT, de modo a
produzir uma cor ndo especifica no controlo dos tecidos vivos (NSCy;06) (34) (35). O controlo NSCy;,0s tem de ser
realizado em paralelo ao ensaio do produto quimico corado em estudo; no caso de ensaios mdltiplos, é necessario
efetuar, em cada série de ensaios, um NSC,,, independente para cada ensaio, devido a variabilidade bioldgica
intrinseca dos tecidos vivos. A viabilidade real do tecido ¢ calculada como a percentagem de viabilidade dos tecidos
obtida com tecidos vivos expostos ao produto quimico em estudo interferente e incubados com a solugio de MTT
(ensaio de % de viabilidade) menos a percentagem de cor ndo especifica obtida com tecidos vivos expostos ao
produto quimico em estudo interferente e incubados em meio sem MTT paralelamente a corre¢io do ensaio (%
NSC ou seja: viabilidade real do tecido = [ensaio de % de viabilidade] - [% NSC

ViVOS) ’ vivos] .

38. Para identificar os redutores diretos do MTT, os produtos quimicos de ensaio devem ser adicionados a solucdes de
MTT recentemente preparadas. Adiciona-se uma quantidade adequada do produto quimico em estudo a uma solugio
de MTT, sendo a mistura incubada durante cerca de 3 horas em condi¢des de cultura normais (ver apéndices III e IV)
(34) (35). Se a mistura de MTT que contém o produto quimico em estudo (ou a suspensdo, no caso de produtos
quimicos insoltveis) se tornar azul/parpura, considera-se que o produto reduz diretamente o MTT, devendo proceder-
-se a um controlo funcional complementar nos tecidos RhCE ndo vidveis, independentemente de se recorrer a
medigdo da absorvancia padrio ou a um procedimento de espetrofotometria HPLC/UPLC. Este controlo funcional
complementar utiliza tecidos mortos, que apenas possuem atividade metabélica residual, mas absorvem e retém o
produto quimico em estudo de forma semelhante aos tecidos vidveis. Os tecidos do VRM1 mortos «por congela-
mento» sio preparados por exposicdo a baixas temperaturas. Os tecidos do VRM2 mortos «em dgua» sdo preparados
por incubagdo prolongada (pelo menos, 24 +1 h) em 4gua, seguida de armazenagem a baixa temperatura. Cada
produto quimico em estudo redutor do MTT é aplicado em, pelo menos, dois tecidos replicados mortos, que sio
submetidos a todo o processo de ensaio a fim de gerarem um controlo nio especifico da redu¢io do MTT (NSMTT)
(32) (33) (34) (35). Basta um tinico controlo do NSMTT para cada produto quimico em estudo, independentemente
do niimero de ensaios ou de ensaios[séries de ensaios realizados. A viabilidade real do tecido € calculada como a
percentagem de viabilidade do tecido obtida com os tecidos vivos expostos ao redutor do MTT (ensaio de % de
viabilidade), menos a percentagem de reducio ndo especifica do MTT obtida com os tecidos mortos expostos ao
mesmo redutor do MTT, calculada em relacdo ao controlo negativo concomitante ao ensaio a corrigir, ou seja:
viabilidade real do tecido = [ensaio de % de viabilidade] - [(% NSMTT].

39. Os produtos quimicos em estudo identificados como produzindo tanto interferéncias cromdticas (ver ponto 37)
como uma reducdo direta do MTT (ver ponto 38) deverdo também ser objeto de um terceiro conjunto de controlos
no ambito da medigdo da absorvancia-padrio (DO), para além dos controlos de NSMTT e NSC,;,s @ que se referem
os nuimeros anteriores. Trata-se, em geral, de produtos quimicos de cor escura que absorvem luz na gama
570 £30 nm (por exemplo, azuis, purpura, pretos), porque a sua cor intrinseca impede a avaliacdo da capacidade
de reduzirem diretamente o MTT, conforme descrito no ponto 38. Esta situagio for¢a o recurso, por defeito, a
controlos de NSMTT em conjunto com os controlos NSCy;,... Os produtos quimicos em estudo para os quais se
realizem ambos os controlos NSMTT e NSC,;,, podem ser absorvidos e retidos por tecidos vivos e mortos. Por
conseguinte, neste caso, o controlo NSMTT permite ndo sé corrigir uma potencial redugdo direta do MTT pelo
produto quimico em estudo, como também evitar as interferéncias cromaticas resultantes da absorcio e da retengdo
do produto pelos tecidos mortos. Pode, assim observar-se a uma dupla corregdo das interferéncias cromaticas, uma
vez que o controlo NCS,;,,, corrige jd as interferéncias que resultam da absor¢do e retengdo do produto quimico em
estudo pelos tecidos vivos. Para evitar uma eventual dupla corre¢do da interferéncia cromatica, importa realizar um
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terceiro controlo cromdtico ndo especifico nos tecidos mortos (NSC,, o0 — Ver apéndices III e IV (34) (35). Neste
controlo adicional, aplica-se o produto quimico em estudo em, pelo menos, dois replicados dos tecidos mortos, que
sdo submetidos a totalidade do procedimento de ensaio mas sdo incubados com meio durante a etapa de incubagio
com MTT, em vez da solucdo de MTT. Basta um tnico controlo NSC,, ...s por produto quimico em estudo,
independentemente do niimero de ensaios ou séries de ensaios, mas deve ser realizado concomitantemente com
o controlo NSMTT e com o mesmo lote de tecidos. A viabilidade real do tecido é calculada como a percentagem de
viabilidade dos tecidos obtida com tecidos vivos expostos ao produto quimico (ensaio de % de viabilidade) menos
%NSMTT menos % NSC,;,.s mais a percentagem de cor ndo especifica obtida com tecidos mortos expostos ao
produto quimico em estudo interferente e incubados em meio sem MTT, calculada em relagio a amostra do controlo
negativo realizado em simultdneo com o ensaio a corrigir (% NSCor0s) OU seja: viabilidade real do tecido = [ensaio
de % de viabilidade] - [%NSMTT] - [%NSCyz0c] + [%NSC,orodl-

40. E importante assinalar que a reducio ndo especifica do MTT e as interferéncias cromdticas nio especificas podem
aumentar a densidade dtica (nas medi¢des da absorvancia-padrdo) do extrato de tecido acima da gama de linearidade
do espetrofotémetro e que, na medigdo por espetrofotometria HPLC/UPLC, a redugdo ndo especifica do MTT pode
também aumentar a drea do pico de formazano do extrato de tecido acima da gama de linearidade do espetrofo-
témetro. Neste contexto, cada laboratério deve determinar a densidade 6ticafdrea de pico da gama de linearidade do
respetivo espetrofotometro, por exemplo, com MTT formazano (n.° CAS 57360-69-7), comercializado, por exemplo,
pela Sigma-Aldrich (n.° Cat M2003), antes de iniciar o ensaio de produtos quimicos em estudo para fins normativos.

41. A medigdo da absorvancia-padrio (DO) com espetrofotometro é adequada para avaliar produtos quimicos em estudo
redutores diretos do MTT e com interferéncia cromdtica, se a interferéncia observada com a medicio do MTT
formazano ndo for muito forte (ou seja, se as DO dos extratos de tecidos obtidos com o produto quimico em
estudo, sem qualquer corre¢do para a reducio direta do MTT efou para a interferéncia cromdtica, se situarem na
gama linear do espetrofotémetro). No entanto, os resultados para produtos quimicos em estudo que produzam %
NSMTT efou % NSC,;,0s iguais ou superiores a 60 % (VRM1 e protocolo de liquidos do VRM2) ou 50 % (protocolo
de solidos do VRM2) do controlo negativo devem ser interpretados com precaucio, dado tratar-se do valor-limite
estabelecido no VRMS para distinguir os produtos quimicos classificados dos ndo classificados (ver ponto 44).
Contudo, ndo é possivel medir a absorvincia-padrio (DO) se a interferéncia com a medi¢do de MTT formazano
for muito intensa (ou seja, de forma a que as DO néo corrigidas dos extratos de tecidos se situem fora do intervalo
linear do espectrofotémetro). Os produtos quimicos em estudo corados ou que adquiram coloragdo em contacto com
a dgua ou com o isopropanol e que interfiram muito fortemente com a medigdo da absorvancia-padrio (DO) do
MTT formazano podem também ser avaliados por recurso a espetrofotometria HPLC/UPLC (ver apéndices III e IV),
pelo facto de o sistema HPLC/UPLC permitir a separacdo do MTT formazano do produto quimico antes da sua
quantificacdo (36). Por este motivo, nunca sio necessirios controlos NCS ;s 0u NCS_ 05 quando se utiliza este
método, independentemente do produto quimico em estudo. Contudo, devem realizar-se controlos NSMTT se se
suspeitar que o produto em causa reduz diretamente o MTT (cf. procedimento descrito no ponto 38). Devem
também realizar-se estes controlos no caso de produtos quimicos com uma coloragio (intrinseca ou aparente quando
dissolvidos em dgua) que impeca a avaliagio da sua capacidade de reduzirem diretamente o MTT, conforme descrito
no ponto 38. Caso se recorra a espetrofotometria. HPLC/UPLC para medir o MTT formazano, a percentagem de
viabilidade do tecido é calculada como a percentagem de todos os picos do MTT formazano obtidos com tecidos
vivos expostos ao produto quimico em estudo em relagdo a um pico obtido em paralelo com o controlo negativo.
No caso de produtos quimicos suscetiveis de reduzirem diretamente o MTT, a viabilidade real dos tecidos é calculada
do seguinte modo: ensaio da % de viabilidade menos % NSMTT, tal como descrito no tltimo periodo do ponto 38.
Por dltimo, importa referir que os redutores diretos do MTT, nomeadamente os que sio também interferentes
crométicos e que sdo retidos nos tecidos apds o tratamento e reduzem tdo fortemente o MTT que produzem DO
(pelo método de medicdo da densidade ética padrio) ou dreas de picos (por espetrofotometria UPLC/HPLC) ndo
abrangidas pela gama de linearidade do espetrofotometro, ndo permitem que os extratos de tecidos sejam avaliados
pelos métodos do ensaio RhCE, embora se preveja que tal ocorra apenas em casos muito raros.
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42. A espetrofotometria HPLC/UPLC pode ser utilizada para a medi¢gio do MTT formazano com todos os tipos de
produtos quimicos em estudo (corados ou ndo, redutores de MTT ou nido) (36). Atendendo a diversidade dos
sistemas de espetrofotometria HPLC/UPLC, nio é exequivel que cada utilizador adote exatamente as mesmas con-
digbes sistémicas. Pelo mesmo motivo, a qualificacio dos sistemas de espetrofotometria HPLC/UPLC deve ser
demonstrada antes de serem utilizados para quantificar o MTT formazano de extratos de tecidos, através do cum-
primento dos critérios de aceitacio de um conjunto de pardmetros de qualificacio normalizados conformes com os
descritos na U.S. Food and Drug Administration guidance for industry on bio-analytical method validation. Estes pardmetros-
~chave e os respetivos critérios de aceitacdo constam do apéndice 5. Se os critérios de aceitagdo definidos no apéndice
5 forem cumpridos, considera-se o sistema de espetrofotometria HPLC/UPLC qualificado para determinar o MTT
formazano nas condicdes experimentais descritas no presente método de ensaio.

Critérios de aceitacio

43, Para cada série de ensaios que utilize lotes de tecidos RhCE conformes com o controlo de qualidade (ver ponto 30),
os tecidos tratados com a substincia de controlo negativa devem apresentar uma densidade Otica que reflita a
qualidade dos tecidos subsequente a expedicdo, a rececio e a todos os processos do protocolo, nio devendo
situar-se fora dos limites histdricos descritos no quadro 2 (ver ponto 26). Da mesma forma, os tecidos tratados
com a substancia de controlo positivo (acetato de metilo) devem apresentar uma viabilidade tecidual média < 50 %,
em relacgdo ao controlo negativo no VRMI, no caso dos protocolos para liquidos ou sélidos, e < 30 % (protocolo
para liquidos) ou <20 % (protocolo para sélidos), em relagio ao controlo negativo do VRM2, refletindo a sua
capacidade de reacdo a um produto quimico irritante, nas condi¢des do método de ensaio (34)(35). A variabilidade
entre os tecidos replicados dos produtos quimicos em estudo efou dos produtos quimicos de controlo deve situar-se
dentro dos limites aceites (a diferenca de viabilidade entre os dois tecidos replicados ndo deve exceder 20 % ou o
desvio-padrio entre os trés tecidos replicados ndo deve ser superior a 18 %). Se o controlo negativo ou positivo de
uma série de ensaios se situar fora das gamas aceites, considera-se a série «ndo qualificada», pelo que deve ser repetida.
Se a variabilidade entre os tecidos replicados do produto quimico em estudo se situar fora da gama aceite, o ensaio é
considerado «ndo qualificado», devendo o produto quimico em estudo ser submetido a novo ensaio.

Interpretacio dos resultados e modelo de previsio

44. Os valores da densidade Otica/das dreas dos picos obtidos com extratos de tecidos replicados, para cada produto
quimico em estudo, sdo utilizados para calcular a percentagem média de viabilidade dos tecidos (média entre os
replicados dos tecidos) normalizada para o controlo negativo, fixada em 100 %. O valor-limite da percentagem de
viabilidade dos tecidos para identificar produtos quimicos em estudo que ndo necessitem de ser classificados em
termos de irritacdo ocular nem de lesdes oculares graves (nenhuma categoria no sistema GHS da ONU e na categoria
CRE) consta do quadro 4. Os resultados devem ser interpretados do seguinte modo:

— Considera-se que o produto quimico em estudo ndo necessita de classificacio e rotulagem em conformidade com
o sistema GHS da ONU e com o CRE (nenhuma categoria) se a percentagem média de viabilidade dos tecidos
ap6s exposicdo e incubagio pds-exposicdo for superior ao valor-limite percentual estabelecido para a viabilidade
dos tecidos, indicado no quadro 4. Neste caso, ndo sdo necessdrios ensaios complementares por outros métodos
de ensaio.

— Se a percentagem média de viabilidade dos tecidos apés a exposigdo e a incubagdo pds-exposigdo for inferior ou
igual ao valor-limite estabelecido para a percentagem de viabilidade dos tecidos, ndo é possivel efetuar qualquer
previsio, como se pode comprovar no quadro 4. Neste caso, serdo necessdrios ensaios complementares por
outros métodos de ensaio, dado que os métodos RhCE apresentam um certo nimero de resultados falsos
positivos (ver pontos 14 a 15) e ndo permitem distinguir entre as categorias 1 e 2 do sistema GHS da ONU
e do CRE (ver ponto 17).
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Quadro 4
Modelos de previsio de acordo com a classificacgio GHS da ONU e da CRE

VRM Nenhuma categoria Previsdo impossivel

VRM 1 - EpiOcular™ EIT (para ambos os protoco- | Viabilidade média dos tecidos | Viabilidade média dos tecidos
Jos) > 60 % <60 %

VRM 2 - SkinEthic™ HCE EIT (para protocolos de | Viabilidade média dos tecidos | Viabilidade média dos tecidos
liquidos) > 60 % <60 %

VRM2 - SkinEthic™ HCE EIT (para protocolos de | Viabilidade média dos tecidos | Viabilidade média dos tecidos
solidos) >50% <50 %

45. Se a classificacgdo do produto quimico em estudo for inequivoca, basta normalmente um ensaio constituido por, pelo
menos, dos replicados de tecidos. Porém, nos casos inconclusivos (por exemplo, medi¢des discordantes dos replica-
dos efou percentagem média de viabilidade do tecido igual a 60£5 % (VRM1 e VRM2, no caso do protocolo para
liquidos) ou 50 £5 % (VRM2, no caso do protocolo para sélidos), é de ponderar a realizagdo de um segundo ensaio,
bem como de um terceiro se os resultados dos dois primeiros forem discordantes.

46. Para aumentar o desempenho global do método de ensaio para certos tipos de misturas, podem ponderar-se, quando
adequado e justificdvel, valores-limite diferentes, no que respeita a percentagem de viabilidade dos tecidos, para
distinguir produtos quimicos em estudo classificados e ndo classificados (ver ponto 14). Os produtos quimicos de
referéncia podem ser tteis para avaliar o potencial de lesdes oculares graves/irritacio ocular dos produtos quimicos
em estudo ou de produtos desconhecidos de determinadas classes, bem como para avaliar o potencial de toxicidade
ocular relativa de um produto quimico classificado numa gama especifica de respostas positivas.

DADOS E RELATORIOS

Dados

47. Para cada produto quimico em estudo, devem apresentar-se num quadro os dados relativos aos tecidos individuais
replicados numa série de ensaios (por exemplo, valores de DO/dreas de pico do MTT formazano e dados relativos a
percentagem calculada de viabilidade dos tecidos e a previsdo final do método de ensaio RhCE), incluindo os dados
dos ensaios repetidos, se pertinente. Além disso, deve comunicar-se a percentagem média de viabilidade dos tecidos e
a diferenca de viabilidade entre dois tecidos replicados (se n = 2 tecidos replicados) ou o DP (se n 2 3 tecidos
replicados), para cada produto quimico em estudo e para cada amostra de controlo. Devem também comunicar-se as
eventuais interferéncias do produto quimico em estudo com a medicdo do MTT formazano, expressas na redugdo
direta do MTT efou em interferéncias cromaticas.

Relatdrio de ensaio

48. O relatério do ensaio deve incluir as seguintes informagdes:

Produto quimico em estudo

Substancia monocomponente:

— Identificagdo quimica, como as denominagdes IUPAC ou CAS, o(s) ndmero(s) de registo CAS, o codigo SMILES
ou InChl, a férmula estrutural efou outros identificadores;

— Estado fisico, volatilidade, pH, log(P), peso molecular, classe quimica e outras propriedades fisico-quimicas per-
tinentes para a realizagdo do estudo, na medida em que estejam disponiveis;
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— Grau de pureza, identidade quimica das impurezas, conforme adequado e exequivel, etc.;
— Pré-tratamento, se for o caso (aquecimento ou moagem, por exemplo);

— Condicdes de armazenagem e de estabilidade, se conhecidas.

Substancia multicomponentes, UVCB e mistura:

— Caracterizagio, tanto quanto possivel, por exemplo, por identidade quimica (ver supra), pureza, ocorréncia
quantitativa e principais propriedades fisico-quimicas (ver supra) dos componentes, na medida em que estejam
disponiveis;

— Estado fisico e outras propriedades fisico-quimicas pertinentes para a realizagdo do estudo, na medida em que
estejam disponiveis;

— Grau de pureza, identidade quimica das impurezas, conforme adequado e exequivel, etc.;
— Pré-tratamento, se for o caso (aquecimento ou moagem, por exemplo);
— Condigdes de armazenagem e de estabilidade, se conhecidas.

Substancias de controlo positivas e negativas

— Identificagio quimica, como as denominagdes IUPAC ou CAS, ofs) nimero(s) de registo CAS, o cédigo SMILES
ou InChl, a férmula estrutural efou outros identificadores;

— Estado fisico, volatilidade, peso molecular, classe quimica e outras propriedades fisico-quimicas pertinentes para a
realizagio do estudo, na medida em que estejam disponiveis;

— Grau de pureza, identidade quimica das impurezas, conforme adequado e exequivel, etc.;
— Pré-tratamento, se for o caso (aquecimento ou moagem, por exemplo);
— Condi¢des de armazenagem e de estabilidade, se conhecidas;

— Se for caso disso, justificagdo do recurso a um controlo negativo diferente da dgua ultrapura ou do DPBS sem
Ca®*Mg?*;

— Se for caso disso, justificagio do recurso a um controlo positivo diferente do acetato de metilo puro;
— Referéncia a resultados histéricos de controlo positivo e negativo que demonstrem critérios de aceitacdo vilidos.

Informagbes relativas ao patrocinador e ao laboratério

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

— Modelo de tecido RhCE e protocolo utilizados (e fundamentagdo das escolhas, se for caso disso)
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Condicdes do método de ensaio

— O modelo de tecido RhCE utilizado, incluindo o ndmero do lote;

— Comprimento de onda e gama de comprimentos de onda (se pertinente) para quantificar o MTT formazano e
gama de linearidade do dispositivo de medicdo (espetrofotémetro, por exemplo).

— Descricdo do método utilizado para quantificar o MTT formazano;
— Descri¢do do sistema de sistema de espetrofotometria HPLC/UPLC utilizado, se pertinente;

— Informacdes completas que substanciem o modelo de tecido RhCE utilizado, incluindo dados sobre o respetivo
desempenho. Devem incluir, nomeadamente, o seguinte:

i) Controlo de qualidade da viabilidade (fornecedor)
ii) Viabilidade nas condi¢des do método de ensaio (utilizador);
i) Controlo da qualidade da funcdo de barreira;
iv) Morfologia, se conhecida;
v) Capacidade de reprodutibilidade e de previsio;
vi) Outros controlos de qualidade (QC) do modelo de tecidos RhCE, se pertinente;

— Referéncia a dados histéricos sobre o modelo do tecido RhCE. Deve incluir, nomeadamente, a aceitabilidade dos
dados de controlo de qualidade em relagio aos dados histéricos dos lotes,

— Declaragio de que o laboratério de ensaio demonstrou competéncia técnica para a aplicagio do método de ensaio
antes da sua utilizagdo regular, tendo procedido ao ensaio dos produtos quimicos recomendados para demons-
tragdo de competéncia técnica;

Critérios de aceitacdo de séries de ensaios e de ensaios

— Meios de controlo positivo e negativo e gamas de aceitagdo baseadas em dados histéricos;
— Variabilidade aceitdvel entre os tecidos replicados, para os controlos positivos e negativos;
— Variabilidade aceitdvel entre os tecidos replicados, para o produto quimico em estudo;

Procedimento de ensaio

— Elementos sobre o procedimento de ensaio adotado;
— Doses do produto quimico em estudo e das substincias de controlo utilizadas;

— Duragdo e temperatura da exposicio, da imersdo pos-exposi¢do e dos periodos de incubagio pos-exposicio (se
pertinente);

— Descri¢do de eventuais modificagdes do protocolo do ensaio;
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— Indicagio dos controlos utilizados nos redutores diretos do MTT efou dos produtos quimicos em estudo que
apresentem coloragdo, se pertinente;

— Numero de replicados de tecidos utilizados por cada produto quimico em estudo e de controlo (NSMTT, NSC,;,c

e NSCp oo S€ pertinente);

Resultados

— Quadro com os dados relativos a todos os produtos quimicos e substincias de controlo de cada série de ensaios
(incluindo ensaios repetidos, se pertinente), a todas as medigdes de replicados — incluindo a densidade 6tica (DO)
ou a drea de pico do MTT formazano —, percentagem de viabilidade dos tecidos, percentagem média de
viabilidade dos tecidos, diferencas entre os tecidos replicados, ou DP, e predi¢do final;

— Se for caso disso, os resultados dos controlos utilizados para os redutores diretos do MTT efou para os produtos
quimicos em estudo corados, incluindo o valor da DO ou a édrea do pico do MTT formazano, % NSMTT, %
NSCyivos % NSC,oros diferenca entre os tecidos replicados ou DP, percentagem final correta de viabilidade dos
tecidos e previsio final;

— Resultados obtidos com ofs) produto(s) quimico(s) em estudo e as substincias de controlo no que diz respeito
ao(s) critério(s) de definicdo e de aceitacio do ensaio;

— Descri¢do de quaisquer outros efeitos observados, por exemplo, coloracio dos tecidos por um produto quimico
corado;

Discussdo dos resultados

Conclusdo
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Apéndice 1

DEFINICOES

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

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

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 estudo. A adequagio compreende a exatidio
(concordancia) do método de ensaio (18).

Amostra de controlo negativo: Amostra que contém todos os componentes de um sistema de ensaio e é tratada com
uma substancia conhecida por induzir uma reacdo positiva no sistema de ensaio. Esta amostra é preparada juntamente
com as amostras tratadas com o produto quimico em estudo e as outras amostras de controlo, sendo utilizada para
determinar a viabilidade dos tecidos a 100 %.

Amostra de controlo positivo: Amostra que contém todos os componentes de um sistema de ensaio e é tratada com
uma substancia conhecida por induzir uma reagdo positiva no sistema de ensaio. Esta amostra tratada juntamente com as
amostras tratadas com o produto quimico em estudo e as outras amostras de controlo. Para que possa determinar-se a
variabilidade no tempo da reacdo a esta amostra de controlo, essa rea¢io ndo deve ser excessivamente positiva.

Categoria 1 do sistema GHS da ONU/CRE: Ver desdes oculares graves».

Categoria 2 do sistema GHS da ONU/CRE: Ver drritagdo ocular».

Concordancia: Ver «exatidio».

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

CV: Coeficiente de variacio.

Dev: Desvio.

DO: Densidade 6tica.

DP: Desvio-padrio.

Dose infinita: Quantidade de produto quimico em estudo aplicada no tecido RhCE que excede a quantidade necessiria
para cobrir completa e uniformemente a superficie epitelial.
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Efeitos oculares irreversiveis: Ver «esdes oculares graves.

Efeitos oculares reversiveis: Ver drritacdo ocular.

EIT: Ensaio de irritagdo ocular.

Ensaio: Um tnico produto quimico em estudo ensaiado em paralelo com, pelo menos, dois tecidos replicados, como
definido no PON correspondente.

Ensaio alternativo: Ensaio destinado a substituir um ensaio de rotina aceite para identificagdo de perigos efou avaliagio
de riscos, que se concluiu proporcionar protegdo equivalente, ou melhorar a protecio, da saide ptiblica 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 (18).

Especificidade: Proporcio dos produtos quimicos em estudo negativos/inativos que sdo corretamente classificados pelo
ensajo. Constitui uma medida da exatiddo de um método de ensaio cujos resultados sdo estabelecidos em fungdo de
categorias e é um aspeto importante a ter em conta na avaliacio da adequagdo do método (18).

Estratégia de ensaio sequencial por etapas: Estratégia de ensaios por etapas que usa métodos de ensaio de forma
sequencial. As informagdes disponiveis sobre o produto quimico em estudo sdo avaliadas a cada etapa, por um processo
baseado na ponderacio da suficiéncia da prova, com o objetivo de determinar se s3o suficientes para a classificagdo de
perigosidade, antes de passar a etapa seguinte. Se as informagdes existentes possibilitarem a atribui¢do de um potencial de
perigosidade ao produto quimico em estudo numa dada etapa, ndo serdo necessdrios mais ensaios (18).

EURL ECVAM: Laboratério de referéncia da Unido Europeia para as alternativas a experimentagio animal.

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 «adequagio». Este termo e o termo «concorddncia» s3o muitas vezes
utilizados indistintamente para indicar a proporcdo de resultados corretos do método de ensaio (18).

ETs5q: Tempo de exposicdo necessdrio para reduzir a viabilidade do tecido em 50 % apés aplicagdo de uma concentragdo
especifica e fixa de um produto quimico de referéncia.

Fiabilidade: Medida em que, utilizando o mesmo protocolo, um método de ensaio pode ser continuadamente reprodu-
zido 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 (18).

Irritagdo ocular: Alteracdes oculares decorrentes da aplicacdo do produto quimico em estudo na superficie anterior do
olho, totalmente reversiveis nos 21 dias apds a aplicagdo. Esta expressdo, bem como as expressdes «efeitos oculares
reversiveis» ou «categoria 2 do sistema GHS da ONU/CRE», sdo utilizadas indistintamente.

Lesdes oculares graves: Lesio do tecido ocular ou degradagio grave da visio decorrente da aplicagio de um produto
quimico em estudo na superficie anterior do olho, ndo totalmente reversivel nos 21 dias ap6s a aplicacdo. Esta expressio,
bem como as expressdes «efeitos oculares irreversiveis» ou «categoria 1 do sistema GHS da ONU/CRE», sdo utilizadas
indistintamente.

LLOQ: Limite de quantificacdo inferior.

Log(P): Logaritmo do coeficiente de reparti¢do octanol/dgua.
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Método de ensaio vilido: Método de ensaio cuja importincia e cuja fiabilidade sdo consideradas suficientes para um
objetivo especifico e que se baseia em principios cientificamente sélidos. Um método de ensaio nunca é valido em sentido
absoluto, mas apenas em relacio a um determinado objetivo (18).

Método de ensaio validado: Método de ensaio relativamente ao qual foram concluidos estudos de validagdo com vista a
determinar a sua adequacgdo (incluida a exatiddo) e a sua fiabilidade para um determinado fim. Importa referir que um
método de ensaio validado pode nio ser suficientemente exato e fidvel para ser considerado aceitivel para o fim
pretendido (18).

Mistura: Uma mistura ou solu¢do composta por duas ou mais substincias.

MTT: Brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio]; brometo de tiazolilo; azul de tetrazolio.

Nio classificado: Produtos quimicos ndo classificados em termos de irritacio ocular (categoria 2 do sistema GHS da
ONU/CRE, categorias 2A ou 2B do sistema GHS da ONU) ou de lesdes oculares graves (categoria 1 do sistema GHS da
ONU/CRE). Designagio utilizada indistintamente com a classificagdo nenhuma categoria» no sistema GHS da ONU/CRE.

«Nenhuma categoria» do sistema GHS da ONU/CRE: Produtos quimicos que ndo satisfagam os requisitos para
classificagdo nas categorias 1 ou 2 do sistema GHS da ONU/CRE (ou na categoria 2A ou 2B do sistema GHS da ONU).
Esta expressdo e a expressio «ndo classificado» sdo utilizadas indistintamente.

Normas de desempenho: Normas baseadas um método de referéncia validado que tenha sido considerado cientifica-
mente valido e que constituem a base para a avaliagio da comparabilidade de um método de ensaio proposto mecanistica
e funcionalmente similar. Incluem-se: i) componentes essenciais do método de ensaio; i) uma lista minima de produtos
quimicos de referéncia, escolhidos de entre os produtos quimicos utilizados para demonstrar o desempenho aceitdvel do
método de ensaio validado; iii) niveis de exatiddo e fiabilidade comparéveis, baseados no que foi obtido para o método de
ensaio validado, que o método de ensaio proposto deve demonstrar quando avaliado pela utilizagdo da lista minima de
produtos quimicos de referéncia (18).

NSMTT: Redugdo ndo especifica do MTT.

NSChortos: Cor ndo especifica em tecidos mortos.

NSC,iy0s: Cor ndo especifica em tecidos vivos.

Perigo: Propriedade intrinseca de um agente, ou de uma situagdo, suscetivel de causar efeitos nocivos num organismo,
sistema, populacdo ou subpopulagio exposto ao agente em causa.

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

Procedimentos operacionais normalizados (PON): Procedimentos formais e escritos que descrevem em pormenor o
modo como devem ser realizadas as operagdes laboratoriais de rotina e as especificas do ensaio. Sdo previstos pelo CRE.

Produto quimico: Uma substincia ou mistura.

Produto quimico de referéncia: Produto quimico utilizado como padrdo de comparagio com o produto quimico em
estudo. Um produto quimico de referéncia deve ter as seguintes propriedades: (i) origem ou origens uniformes e fidveis
para a sua identificagio e caracterizagdo; (ii) similaridade estrutural, funcional efou quimica com a classe de produtos
quimicos em estudo; (iii) caracteristicas fisico-quimicas conhecidas; (iv) existéncia de dados sobre os efeitos conhecidos; e
v) representatividade conhecida, situada na gama de reagdo pretendida.
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Produto quimico em estudo: Qualquer substincia ou mistura & qual seja aplicado o presente método de ensaio.

Reprodutibilidade: Acordo entre resultados obtidos em ensaios com 0 mesmo produto quimico, utilizando o mesmo
protocolo de ensaio (ver «fiabilidade») (18).

RhCE: Epitélio corneano humano reconstruido.

Sensibilidade: Propor¢io dos produtos quimicos em estudo positivos/ativos que sio corretamente classificados pelo
ensaio. Constitui uma medida da exatidio de um método de ensaio cujos resultados sejam estabelecidos em funcio
de categorias e é um aspeto importante a ter em conta na avaliacio da adequagdo do método (18).

Série de ensaios: Uma série de ensaios consiste no ensaio de um ou mais produtos quimicos em estudo em paralelo com
um controlo negativo e um controlo positivo.

Sistema Mundial Harmonizado de Classificacio e Rotulagem de Produtos Quimicos das Nacdes Unidas (em
inglés: Globally Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals — UN GHS): Sistema que propde
a classificagdo dos produtos quimicos (substincias e misturas) em fungdo de tipos e niveis normalizados de perigos fisicos,
sanitdrios e ambientais e trata ainda dos correspondentes elementos de comunicacdo, 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 protecio das pessoas (empregadores, trabalhadores,
transportadores, consumidores, pessoal dos servicos de emergéncia, etc.) e do ambiente (1).

Substincia: Um elemento quimico e os seus compostos, no estado natural ou obtidos por qualquer processo de
produgdo, incluindo os aditivos necessirios para preservar a sua estabilidade e qualquer impureza derivada do processo
utilizado, mas excluindo os solventes que possam ser separados sem afetar a estabilidade da substincia nem modificar a
sua composi¢do.

Substincia monocomponentes: Substincia, definida pela sua composicio 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 prin-
cipais componentes estd presente numa concentragio > 10 % (m/m) e < 80 % (m/m). As substincias multicomponentes
resultam de processos de fabrico. A diferenca entre uma mistura e uma substincia multicomponentes reside no facto de a
primeira ser obtida misturando duas ou mais substincias, sem reagdo quimica. As substancias multicomponentes resultam
de reagdes quimicas.

Taxa de falsos negativos: Propor¢io das substancias positivas que o método de ensaio considera erradamente negativas.
E um dos indicadores da eficiéncia dos métodos.
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Taxa de falsos positivos: Proporcio das substincias negativas que o método de ensaio considera erradamente positivas.
E um dos indicadores da eficiéncia dos métodos.

ULOQ: Limite de quantificagdo superior.
UPLC: Cromatografia liquida de muito alta resolucio.
UVCB: Substancias de composi¢do desconhecida ou varidvel, produtos de reagio complexos ou matérias bioldgicas.

Viabilidade dos tecidos: Parimetro que mede a atividade total de uma populagdo celular num tecido reconstruido e a
sua capacidade para reduzir o corante vital MTT, capacidade esse que, consoante o pardmetro determinado e do tipo de
ensaio realizado, estd correlacionada com o ntmero total de células vivas efou com a vitalidade dessas células.

VRM: Método de referéncia validado.
VRM1: O EIT da EpiOcular™ ¢ referido como «método de referéncia validado 1».

VRM2: O EIT HCE da SkinEthic™ ¢é referido como «método de referéncia validado 2».
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Apéndice 3

FLUXOGRAMA ILUSTRATIVO DE ORIENTACAO PARA IDENTIFICAR E MANUSEAR OS REDUTORES DIRETOS DO MTT E/OU OS
PRODUTOS QUIMICOS INTERFERENTES CROMATICOS COM BASE NOS PON DO VRM1

COMTROLD PREVID
DA INTERFEREMCIA DA COR

recubar 50 pf ou 50 mg do recusbar 50 pl o 50 m
prodito guimico em estudo am produto guimico em estudo em
1 ml de dzus durante 1 homsem 2 mi de isoprepana] durmnte 2-3
condigtes de cuftura normais homs & temperstura ambients
. | I
CONTROLO PREVIO D& +
REDUCAC DIRETA DO M £ & densidode Sties 6 570220 nn

suparioro 0087

tncubar 50 pi ou 50 mg do
preduto quimico em estude
em 1 ml de uma sclugio de -17 5im

MTT a 1mgfm] durants 3

homs em condigies de

¥ & . L ra
cuftute normais E ¢ cor do produts guimico

demoricdo forte pore permitir umo

Bng- crBo conclusi
o do MTT diretn?

- [ e |

Fico o misturs czulf plirpurc?

FErT

ubar 50l 0w 50 mg do produto CONTROLO
o emestudo em 1 mi de uma PREVIO DA

MTT 2 1mgimi durant= 3 REDUCJE!D
homss em condipies de cufturs normais DIRETA DO

+ MTT
v Fico & misturs crulfgurours?
s . 2 Sim
| Mo | | Sim | Considars umo des = |

saguintes oocbes m
h 4 ¥ l ¢ ﬁ

Usar DD o Usar DO o Uiszr DO 0w
espectrofotome | =spectrofotometria | espectrofotometria Usar DO —— Usar 0D ow
=T S
tria HPLCJURLD HPLC/UPLC HPLCAUPLE espectrofotomettia
HPLCAUPLG

LQ Reafzar controlo de tecidos vivos Reshzar controlo de teodos vivos

simuitanesmants com todos o5 ensaios

resfzados, obsarmndo o procediments da

simultanesments com todos os

an

: ¥ A . ios reafizados, cbservando o
ensaio comple to, mas com incubacgo em meio 2

5 et procedimento de ans
de em ver dasolugao de MTT |=HNSCowal =i .
mas com ncubacao =
wez da solucio de MTT
¢ EADE
Realizar controlo de tecidos vivos Reafizar controlo de b= cidos vivos obse vando
obsa nando o proce dimento de ensao o procedimento de enssio completo
compieto [=RNEMTT] {=%NEMTT)
|um & suficente pars cortigic vanios lum £ suficients pars corisic visics 2nsaios)

mnsaios)
¢ EADS

Reafizar controdo de tecdidos mortos
ochszrvando o @ fimento de ensaio
completo, mas com incubagiio em meic de

=movel
{um & suficisnte pa
¥ ¥ ¥ ¥
Hic & % de visbiidade finsd = % de vishiidede finsl = % de visbilidede final = Hic &
necessEnD Ypnsain de vR de o o gk 3% io de visbiidade mao g % io de vishilidede r-'om" necessEng
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Apéndice 4

FLUXOGRAMA ILUSTRATIVO DE ORIENTACAO PARA IDENTIFICAR E MANUSEAR OS REDUTORES DIRETOS DO MTT E/OU OS
PRODUTOS QUIMICOS INTERFERENTES CROMATICOS COM BASE NOS PON DO VRM2

CONTROLD PREVIO DA
REDUCAD DIRETA DO MTT

modher 30 W o 30 mg da
prodoto GUETiGD e estado e
00 Wi oe SEus e ume soiicio
o= MTT & iengfond curamte S
Fvairas e 00.?‘.‘596-_5 ide cuhara

FROTITIEGS

|L

Ficoo misturg crwliounouno™

CONTROLO PREVIO
DA INTERFERENCLA DA COR

moutrer 10 W oo 10 mg do
produto qumioo em estudo &m
30 i de 2pus durmnte 20

.

Fice @ misturg colorigg?”
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Apéndice 5

PRINCIPAIS PARAMETROS E CRITERIOS DE ACEITACAO PARA A QUALIFICACAO DE UM SISTEMA DE ESPETROFOTOMETRIA
HPLC/UPLC PARA MEDICAO DO MTT FORMAZANO EXTRAIDO DE TECIDOS RHCE

Pardmetro Protocolo derivado do documento de orientacio da FDA (36) (38) Critérios de aceitagio
Seletividade Andlise do isopropanol, em branco vivo (extrato de iso- Areaimeﬁerénd& <20 % da
propanol extraido de tecido RhCE vivo sem qualquer tra- Areay; oq ()
tamento), em branco morto (extrato de isopropanol sem
qualquer tratamento extraido de tecido RhCE morto sem
qualquer tratamento) e de um corante (por exemplo, azul
de metileno)
Precisdo Controlos de qualidade (MTT formazano a 1,6 pg/ml, | CV < 15% or < 20 % para o
16 pg/ml e 160 pg/ml) em isopropanol (n = 5) LLOQ
Exatiddo Controlos de qualidade em isopropanol (n = 5) % Dev < 15 % ou < 20 %
para LLOQ
Efeito matriz Controlos de qualidade em branco vivo (n = 5) 85 % < % efeito de matriz
<115 %
Passagem Anélise de isopropanol ap6s um padrio ULOQ () Areaimerfﬁrénda <20 % da
Areapjgq
Reprodutibilidade 3 curvas de calibragio independentes (com base em 6 di- | Curvas de calibracdo: % Dev
lui¢des consecutivas de 1/3 de MTT formazano em iso- < 15% ou < 20 % para
(intradidria) propanol, com inicio em ULOQ, isto é, 200 pg/ml); LLOQ
Controlos de qualidade em isopropanol (n = 5)
Reprodutibilidad Dia 1: 1 de calibraci trolos d lidad Controlos de qualidade: %
eprodutibilidade ia 1: 1 curva de calibragio e controlos de qualidade no | 0" "15 9 e ey < 15 %
isopropanol (n = 3)
(intradidria) Dia 2: 1 curva de calibragdo e controlos de qualidade no

isopropanol (n = 3)

Dia 3: 1 curva de calibragdo e controlos de qualidade no
isopropanol (n = 3)

Estabilidade a curto prazo do
MTT formazano em extratos
de tecidos RhCE

Controlos de qualidade em branco vivo (n = 3), analisados
no dia da preparacdo e apds 24 horas de armazenagem a
temperatura ambiente.

% Dev < 15%

Estabilidade a longo prazo do
MTT formazano em extratos
de tecidos RhCE, se
necessario

Controlos de qualidade em branco vivo (n = 3), analisados
no dia da preparacio e apds vérios dias de armazenagem a
-20 °C

% Dev < 15%

(") LLOQ: Limite inferior de quantificacdo, definido de forma a abranger 1-2 % de viabilidade dos tecidos, ou seja, 0,8 pg/ml.
(%) ULOQ: Limite superior de quantificagdo, definido como pelo menos duas vezes superior a mais elevada concentragio de MTT formazano
em extratos de isopropanol obtidos de controlos negativos (~70 pg/ml no VRM), ou seja, 200 pg/ml.
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B.70 ENSAIOS IN VITRO DE RECETOR DE ESTROGENIO HUMANO RECOMBINANTE PARA DETECAO DE PRODUTOS
QUIMICOS COM AFINIDADE LIGANTE COM O ER

INTRODUCAO GERAL
Método de ensaio baseado na Test Guideline da OCDE

1. O presente método de ensaio ¢é equivalente a Test Guideline 493 (2015) da OCDE. A Test Guideline 493 é uma
diretriz de ensaio baseada no desempenho (PBTG), que descreve a metodologia para os ensaios in vitro de recetor de
estrogénio humano recombinante para a detecdo de produtos quimicos com afinidade ligante com recetores de
estrogénios (ensaios de ligagio do hrER). E composto por virios métodos de ensaio mecanica e funcionalmente
semelhantes para a identificacdo de ligantes do recetor de estrogénio (i.c., ERa) e deve facilitar o desenvolvimento de
métodos de ensaio novos ou modificados de acordo com os principios de validagio estabelecidos no Guidance
Document on the Validation and International Acceptance of New or Updated Composicdo for Hazard Assessment (1) da
OCDE. Os métodos de ensaio de referéncia inteiramente validados (apéndice 2 e apéndice 3) que constituem a base
deste PBTG sio:

— O In Vitro Estrogen Recetor (ER) Binding Assay Using a Full Length Human Recombinant ERa [ensaio in vitro de
ligagdo do recetor de estrogénio com um ERa recombinante inteiro humano] de Freyberger-Wilson (FW) (2) e

— O In Vitro Estrogen Recetor Binding Assay Using a Human Recombinant Ligand Binding Domain Protein (ensaio in vitro
de ligacdo do recetor de estrogénio através de uma proteina ligando recombinante de ligacdo do Chemical
Evaluation and Research Institute (CERI) (2).

Existem normas de desempenho (PS) (3) para facilitar o desenvolvimento e a validagio de métodos de ensaio
similares para o mesmo pardmetro de perigo e permitir a alteragio oportuna do PBTG 493, por forma a que
possam ser adicionados novos ensaios similares a um PBTG atualizado. No entanto, s6 serdo adicionados ensaios
semelhantes ap6s andlise e aprovacio pela OCDE do cumprimento das normas de desempenho. Os ensaios incluidos
no método TG 493 podem ser utilizados indiscriminadamente para satisfazer as necessidades dos paises membros da
OCDE quanto a resultados de ensaios de ligagio de recetores de estrogénio, beneficiando, em simultineo, da
aceitagdo miuitua de dados da OCDE.

Antecedentes e principios dos ensaios incluidos no presente método de ensaio

2. A OCDE iniciou em 1998 uma atividade altamente prioritiria com o objetivo de rever as diretrizes em vigor para a
pesquisa e o ensaio de produtos quimicos com possiveis efeitos de perturbagdo enddcrina, bem como de estabelecer
novas diretrizes. O quadro conceptual da OCDE para ensaio e avaliagio de produtos quimicos potencialmente
perturbadores do sistema enddcrino foi revisto em 2012. O quadro conceptual original e o quadro revisto constam,
como anexo, do Guidance Document on Standardised Test Guidelines for Evaluating Chemicals for Endocrine Disruption (4).
O quadro conceptual inclui cinco niveis, correspondendo cada nivel a um nivel diferente de complexidade bioldgica.
Os ensaios de ligacdo do RE descritos no presente método de ensaio sdo de nivel 2, que abrange ensaios in vitro que
proporcionam dados sobre um ou vérios mecanismos|vias enddcrinos selecionados. O método refere-se a ensaios de
ligagdo de recetores in vitro, concebidos para identificar ligandos para o recetor de estrogénios humanos alfa (ERa).

3. A relevancia do ensaio de ligacdo do ER in vitro para fungdes bioldgicas ja foi claramente demonstrada. Os ensaios de
ligagdo do ER sdo concebidos para identificar produtos quimicos suscetiveis de perturbar a via hormonal do
estrogénio e tém sido amplamente utilizados nas duas tltimas décadas para caracterizar a distribui¢do dos tecidos
do ER, bem como para identificar agonistas/antagonistas do ER. Estes ensaios refletem a interagio ligando-recetor,
que constitui a primeira etapa da via de sinalizagdo do estrogénio e é essencial para a fungdo reprodutora em todos
os vertebrados.
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4. A interagdo dos estrogénios com os ER pode afetar a transcricio dos genes controlados pelo estrogénio e induzir
efeitos ndo genémicos passiveis de conduzir a indugio ou inibi¢do de processos celulares, incluindo os necessarios
para a proliferacio celular, o desenvolvimento fetal normal e a fun¢do reprodutora (5) (6) (7). A perturbacdo dos
sistemas estrogénicos normais pode provocar efeitos nocivos no desenvolvimento normal (ontogénese), na satde
reprodutiva e na integridade do aparelho reprodutor. Uma sinalizacio inadequada do ER pode provocar efeitos como
o aumento de risco de cancro hormono-dependente, perturbacdes da fertilidade e alteracdes no crescimento e
desenvolvimento fetais (8).

5. Os ensaios obrigatdrios in vitro baseiam-se numa interagdo direta de uma substincia com um ligando de ligagdo do
recetor especifico que regula a transcrigdo génica. O principal componente do ensaio de ligagdo do recetor de
estrogénio alfa recombinante humano (hrERa) mede a capacidade de um ligando com marcagdo radioativa
(PH]17p-estradiol) para se fixar a0 ER na presenca de concentracdes crescentes de um produto quimico concorrente
Os produtos quimicos em estudo que possuem uma elevada afinidade para o ER competem com o ligando com
marcagdo radioativa a uma concentragio mais baixa comparativamente com os produtos quimicos com menor
afinidade para o recetor. O presente ensaio é composto por dois componentes principais: uma experiéncia de
ligantes por saturacdo com vista a caracterizar os pardmetros da interagdo recetor-ligando e a documentacio da
especificidade do ER, seguida de uma experiéncia de ligantes competitivos que caracteriza a concorréncia entre um
produto quimico em estudo e um ligando com marcagdo radioativa para ligacdo ao ER.

6. Os estudos de validacdo do CERI e os ensaios de ligacio de FW demonstraram a sua adequacio e fiabilidade para o
fim a que se destinam (2).

7. As defini¢Bes e abreviaturas utilizadas no presente método de ensaio constam do apéndice 1.

Ambito de aplicacdo e limitagdes relacionadas com os ensaios de ligagio do recetor

8. [Estes ensaios sio propostos para efeitos de andlise e de defini¢gdo de prioridades, mas podem também fornecer
informacdes para um evento de iniciagio molecular (MIE) passivel de ser utilizado numa abordagem de ponderagio
da suficiéncia da prova. Abordam a ligagdo do produto quimico ao dominio de ligagio do ligando do ERa num
sistema in vitro. Os resultados ndo devem, pois, ser extrapolados diretamente para o complexo de sinalizagio e
regulagdo do sistema enddcrino intacto in vivo.

9. A ligacdo do ligando natural (17p-estradiol) constitui a primeira etapa de uma série de eventos moleculares que
ativam a transcri¢do dos genes-alvo e, em dltima andlise, culminam numa mudanga fisiologica (9). Assim, a ligagdo
ao dominio de ligagdo do ligando do ERa é considerada um dos principais mecanismos da desregulacio do sistema
endécrino (ED) mediada pelo ER, embora haja outros mecanismos através dos quais pode ocorrer a desregulacdo do
sistema enddcrino, incluindo: i) interagdes com pontos de ERa diferentes da bolsa de ligagdo do ligando; ii) interacdes
com outros recetores relevantes para a sinalizacdo do estrogénio, recetores de estrogénios emparelhados com o ERa e
proteina-G e outros recetores e sistemas enziméticos do sistema enddcrino; iii) a sintese hormonal; iv) ativagio
metabolica efou a inativagdo hormonal; v) distribuicdo de hormonas aos tecidos-alvo; vi) eliminagio de hormonas do
organismo. Nenhum dos ensaios segundo o presente método aborda estes modos de acio.
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10. O presente método de ensaio incide na capacidade das substincias de se fixarem ao ERa humano e nio estabelece
qualquer distin¢do entre agonistas ou antagonistas do ERa. Os ensaios ndo abordam outros eventos a jusante, como a
transcri¢do génica ou as alteragdes fisiologicas. Tendo em conta que, durante a validacdo, apenas foram utilizadas
substancias monocomponentes, ndo foi abordada a aplicabilidade ao estudo de misturas. Considera-se, porém, que os
ensaios sdo tecnicamente aplicdveis a substincias e misturas multicomponentes. Antes da aplicagio do método de
ensaio a uma mistura para obter dados com fins normativos, importa ponderar se — e, em caso afirmativo, por que
motivo — o método pode proporcionar resultados adequados para o efeito. Essas consideragdes ndo s3o necessdrias se
existir um requisito normativo para o ensaio da mistura.

11. Os sistemas recetores sem células ndo tém capacidade metabdlica intrinseca e ndo foram validados em combinagdo
com sistemas enzimdticos metab6licos. No entanto, poderd ser possivel integrar a atividade metabdlica numa
concegdo do estudo, mas isso exigird novos esforcos de validagio.

12. Os produtos quimicos suscetiveis de desnaturarem as proteinas do recetor, como os tensioativos ou as substancias
quimicas que possam alterar o pH do tampdo de ensaio, ndo podem ser ensaiados, ou apenas o podem ser em
concentragdes que ndo provoquem tais interagdes. Caso contrdrio, a gama de concentra¢des que pode ser estudada
nos ensaios de um produto quimico em estudo ¢ limitada pela sua solubilidade no tampio.

13. A titulo informativo, o quadro 1 fornece os resultados do ensaio para as 24 substancias que foram ensaiadas em
ambos os ensaios plenamente validados descritos no presente método. Destas substincias, 17 sdo classificadas como
ligantes do ER e 6 como ndo ligantes, com base em relatérios publicados, incluindo ensaios in vitro para a ativacio
transcricional do ER efou o ensaio uterotréfico (9) (10) (11) (12) (13) (14) (15). Em referéncia aos dados resumidos
no quadro 1, houve um acordo de quase 100 % entre os dois ensaios sobre as classificagdes de todas as substincias
até 10* M, e cada substancia foi corretamente classificada como ligante ou nio ligante. Durante os estudos de
validacdo, sdo fornecidas informacdes suplementares sobre este grupo de substincias, bem como sobre outras
substancias ensaiadas com os ensaios de ligacio para efeitos de ER nos estudos de validacdo, de acordo com as
normas de desempenho para o ensaio vinculativo (3), apéndice 2 (quadros 1, 2 e 3).



[T
S
Sl (opang—u 9p oreoz
3 -~U3QIXOIPIY-1)
. QJUBAIISUOD) oudqere] oJuedI] ¢ 0TxT = 5 -0TxI ouedry ¢ 0TxT = 5 -0TxI AUY3IT 8-97-¥6 oudqerednng 01
ooqe;
[eaneu 0INpoIJ -]\ O1U9301ISI0IL] uedr] ¢ 0IxT = 5-01x1 uedr| ¢ 0TxT = o-0Ix1 U317 €-66-1€S [onbg 6
apiou
-OAE[} ‘031[210013}
[einjeu oInpold -9Y 032U0QIEI0IPIH oJuedI] ¢ 0IxT = o-0Ix1 ouedr| ¢ 0TxT = o -0TxT U317 0-7/-9%¥ BUIAISIUIN 8
OLIBULIDA uage ‘03 [ous) ‘01>
-INYOBULIR] OINPOIJ | -1 019UOGIEd0IPIH ouedI] ¢ 0IxT = -0Ix1 ouedi] ¢ 0TxT = -0Tx1 AuULSIT -91-+8 [019159XaY-0Sa /
OLIEULID)AA JUIZE ‘00
mow -JNQJBULLIE] 0INPOI] 3p1oIAIsy ouedI] ¢ OIxT = o-0IxI ouesdI] ¢OIxT = 5-0TxI U317 9-€9-/¢ [orIpensaIUNI-0/ 9
9]
_.m OLIEULID)AA JUISE ‘00 Jous} ‘021
g -INQJeULIR] 0INPOIJ | -0 0IUOQIEI0IPIH ouedI] ¢ 0IxT = o 0TxI oJuedr] ¢ 0IxT — o 0TxI AUY3IT 1-€6-9¢ sdd S
=}
3]
= orpauidIul od[twnb 19189 ‘01 (1) () OP (1) () OP o[
e 0INpoId ‘IUedYNSe[d | -1 019UOGIEd0IPIH -uedi| oeN p-0IxT = o_0Tx1 -uesi| oeN pOTXT = o1 0TxT | () 23up3l] 0ON Tv/v8 -Ng-u-1p 2p oIe[el] ¥
o
=
g OLIPULIDOA uage ‘03
= -INYOBULIE] OINPOI] apIo1alsy oued] 5-01x0€ — (01x¢ oues] 5-0Tx0€ — (01x¢ AuULSIT $-77-89 BUOIPUNUIION ¢
OLIBULIDNA uage ‘00
-INYdeULIE] 0INPOI] 3p10IAIsy ouesdI] p-01x0€ = 5 0Tx¢ ouedI] p-0Ix0€ — 5 0Tx¢ U317 G-£7-89 [oIpounaioN 4
OLIBULIOA uage ‘03
-IINYOBULIR] OINPOI] apIo1aIsy ouedI] 9-0IxT — [_0TxT uedr| 9-0TxT — [L0TIxI NuUbSLT 7-87-0S [orpensg-4/1 I
ogdedyIsse)) W) ogdedyIsse)) W)
BITISSE] BUIED) OE3eIIUIIUOD) BITISSE] BUIED) OE3eIIUIIUOD)
asse)) . euURISqNS
oinpoid ap asse) SVD oN
HSHN OUME\_S_U ompoid mﬁumuu&ww ep OmwwGwEOEOQ
43D op oresug MJ 9p oresug e1sodsoy
= eperadss eisodsar e
N. wod ogderedurod WO “YAIY TYTD OP YA 3P Op 3 M. 9p OrSe3I| 9p Soresus so wod soperesus opuenb sayueSi opu no saueSi owIod seULISqNS 3P OLILIYISSE])
(=)
< [ o4pvnd)



26.9.2019

Jornal Oficial da Unido Europeia

L 247/306

[einieUu 0INPOIJ 9pI0IISY auesd] oBN p-0IxT — 5 _0TxI auesd]] 0EN p-0TxT — 5 _0TxI (x) uv3Y ovN 0-€8-/6 BUOJ2ISI301] 44
[eanieU 0INPOI] 01u3013S30IL] ouedr] ¢0IxT = ¢1-01xI Ques] ¢0IxT = ¢-01xI U317 6-1/-$/¥8/ BUOIDB[OINUY 1C
0d1jBWOoIe
OIpaWLINIU] 019U0qIBd0IPIH (q) uesy oeN ¢0IxT = (1-01xI (q) ey oeN ¢0IxT = (1-01xI AuvdY ouN ¢€-66-9¢ OUdEBIUR(E)0ZUIY 0¢
opeuado| (eu
BPIONSI] -8 039UO0QIed0IPIH QuedI] ¢-0IxT — (1-0TxI ouedI] ¢-0TxT — (1-0TxI U317 0-06-¢<+1 -009p10[)) duoday | 61
OIpULIAIU] [oudjmbyy uesr] ¢ OIxT = o -0IxT | () 0d0Amby | . 0IxT = (;_0Tx1 st ¥-05-£861 [oudyndoy-u- 81
oIpauLIa)
-ur oorumb onpoig [ousag uedr| ¢0IxT = (1-01xI Quedr| ¢0IxT = (1-01xI AULSIT /-$0-08 VY [oudjsig /1
Ou: 'UO0JI)
[eanIeU 0INPOI] -QU9J OBU JPIOIAISH uedr] ¢0IxT — ¢1-01xI uedr| ¢0IxT — (101xI U317 9-81-1¢¢S ~S01$0IPIY-I(-DG 91
OLIEULID)AA JUISE ‘00 0212
-[INgdeULIR] 0INPOIJ | -1 019U0GIBI0IPIH Quedr] ¢0IxT = (1-01xI Quedr] ¢0IxT = (1-01xI AULSIT 1-62-0¥SO1 OUdJIXOWe], <1
NEOHUE hOu:u\UOuuu
[eInieU 0INPOIJ -3 013U0qIed0IPIH ouedI] ¢0IxT = ¢1-01xI duedi] ¢0IxT = ¢1-01xI U317 v-26-vT6L1 BUOUD[BIBIYZ al
[eanieU 0INPOI] Sproxdsy 2)uedl oeN y-0IxT — (0TI 9)uedl oeN p-0IxT — (_0Tx1 () 22uv3Y) 0UN 9-7C-0$ BUOIISOI1I0) <1
BpDIISU] opesopouesIQ Auesdr] ¢ 0TxT = 5 -0TxI Auesdr] ¢ 0TxT = o -0TxI aupst] 9-20-68. Laa-do 41
o1p (e
-suaiur oysodwo) Joudjmbry ouedI] ¢-0IxT — (1-0TxI ouesdI] ¢-0TxT — (1-0TxI U317 €-G1-7S8HS | -MISIW) [OUSJIUON 1T
OBS®DIJISSE]D) A OBSeDIJISSE]) W)
BIBISSE] BUIBD) OBSLIIUDUO)D) BITLISSY] BUIBD) OBSLIIUDUO))
9sse]D) . eDUEISqNS
OuS@OuQ w@ vmmﬁu Ou:b:;u ompod, SVo o N D OBIRUILLIOUD
HSAW od1wil mpoid on omes 30 ores eperadso p opeut d
144D op oresuy M 9p oresuy eisodsoy




L 247/307

Jornal Oficial da Unido Europeia

26.9.2019

TYAD Op @ A\ 9P soresud sop srejustuladxa $9031puod seu opeziun 9 opuenb «uedl] oew» 9 eOUEISNS ISY bled ©IDLI0D ORSEONISSE]D B ‘WISSY ‘[ELOIBIO[IAIUl OBJEpI[EA
9P OpNIS? 2ISAU SOPEZI[IN SIIB[N[2OE OBIESI| 9P SOIESUD SOU BIOUEISNS BP EJNEWIIZUD EJOqeIOW OpdeAle B [dAIsAdId BIO OBN “(ST)(£1) BONOQEISW OBSEANE BNS BP AUIUWIEUISSI apuadap (91) eoueisqns
159 ered epejepar ougia up edtugdonss apepiane e onb ensuowop onb einjea) eu aseq wod ‘(0Anedou ‘efes NO) «IULSI] OpU» OWIOD OPELIYISSE[IAI 10] OUIILNUR(E)ZUIQ O ‘OBIEPI[eA 9P OpnIS O AueInd (g)

“eIIUL saIUESI 9p eAInd ewn 9p ogdnpoid e wenpadwr anb odrumb oinpoid op apepiiqnios 9p sagdelur] B N9AP s [e1 anb nojeadr vludle srew ogdadsul BN “«OAISTIUOIUD

9p BIPOW OE3LOYISSE[D BWINU NOINSAI ‘soLojeIoqe] ¢[¢ Jod «IueS) opu» No «OAISNPUOIUD Owod [oudjdoy-u- op oededyissep Y ‘eperodso oededyissed & wWod [oaNedwod BI0 OBU OBIEIYISSED V (1)

(VIA @ q ‘B¢"q"Al $90399s ‘() o1jeIB0I[qIq BIDUQIDJI J9A) A\] 9P OIESUD O WOD SOLIOILIOQE] 9[¢ WA d [[YAD Op Oresud o

WO ‘SOMOIBIOqR] G/ WS JUESI] NO «OAISNPUOIUL OWOD OPLIYISSE] 10§ 9 O ‘SSHIS SEISI BIEJ "BNSIqUIL BAIND BWN NOJS (N, (1) PPLAI[S SIEW OpdeIJUIOUOD BU OANROIpEl OpUES]] op OBed] 9p apeppeded

P OPSINUIWIP BWN WEIPAIISO SOLIOILIOQE] SUNS[E ‘SIQSIPUOI SEISIN ‘W, 01 I8 S905B1UDUOI WD EPEIYIPOI BIOUEISGNS BN OLIOI OPBIESUD 10§ (44 (1) O[ING-U-Ip 3p 0Je[e}} O ‘Opdepiea 9p 0pnisa o duein( (y)
(zopigimy ‘ojdwoxs 1od) W Q1 ® [PAD[OSUL 9 BIOUBISQNS

e anb ‘opdepiea-p1d op sopnise so ajueInp ‘souoleioqe] sundfe Wd NOAISO 3s anbiod Y , O] Iv SOIESUS W 3S-NOISLq SJUELS] OBU OWOD (Jg() O[ING-U-Ip 3P OJe[elj P OBILIYISSE 9 OBILZINN V ()

‘W 50T x T > 9PepIIqn[os dp AMWIT (4)

0212
EPDIGISH -porjey ojsodwo) | Nued 0BN |, 0TxT — (;_0TxT | ued 0N |, 0IxT — o, 0IxT | (x) 3uvdl 00N | 6-+T-TI61 BUIZENY T
apy1ad
-Ns 9p JOPEIYIPON Oue[Ig NUES| OBN | ( OIxT — o 0IxT | UeS OBN | ( OIxI — o 0Ix1 | 2uvdy ooN [-$/-€¥6T | OUB[SSIXORIIQ | €T
() W
asse]) OEIBISSE]) BUIED) OESeIIUIIUOD) OEIBISSE]) BUIED) OESLIIUIIUOD) eURISQNS
ompouid ap asse)) SVD oN e
HSTW ooruumb oinpoig o ot T o epesads ep opdeurioudq
gD op oresug M 2p oresug e1sodsoy




L 247/308 Jornal Oficial da Unido Europeia 26.9.2019

COMPONENTES DO ENSAIO DE FIXACAO HRER

Componentes de ensaio essenciais

14. O presente método de ensaio aplica-se a ensaios que utilizam um recetor ER e um ligando suficientemente forte ao
recetor, que pode ser utilizado como marcador/rastreador para o ensaio e pode ser deslocado com concentragdes
crescentes de um produto quimico em estudo. Os ensaios de ligagdo contém os dois componentes principais
seguintes: 1) ligantes por saturagdo; 2) ligantes competitivos. O ensaio de saturacdo € utilizado para confirmar a
especificidade e a atividade das preparacdes do recetor, enquanto a experiéncia de ligantes competitivos é utilizada
para avaliar a capacidade de um produto quimico para se fixar ao hrER.

Controlos

15. Deve ser descrever-se a base dos estrogénios e dos controlos de referéncia paralelos propostos. Os controlos paralelos
[de solvente (veiculo), positivos (ER, ligante, afinidade forte e fraca), negativo (ndo ligante)], consoante o caso, servem
como indicacdo de que o ensaio estd a progredir em condi¢des adequadas e fornecem uma base para comparagdes
entre experiéncias; geralmente, fazem parte dos critérios de aceitabilidade de uma experiéncia (1). As curvas de
concentragdo inteiras para os estrogénios e os controlos de referéncia (por exemplo, ligante fraco e nio ligante)
devem ser utilizadas numa tnica placa em cada série de ensaios. Todas as outras placas devem conter: 1) uma
concentragdo elevada (aproximadamente o deslocamento total do ligando com marcagio radioativa) e média (apro-
ximadamente ICs), cada um dos E2 e do ligante fraco em triplicado; 2) controlo do solvente e ligante ndo especifico,
ambos em triplicado.

Procedimentos normalizados de controlo de qualidade

16. Devem ser aplicados os procedimentos normalizados de controlo da qualidade descritos para cada ensaio, a fim de
garantir recetores ativos, concentra¢des corretas de produtos quimicos, estabilidade dos limites de seguranga ao longo
de multiplas replicagdes e manutencio da capacidade de fornecer as respostas ER-ligante esperadas ao longo do
tempo.

Demonstragio da competéncia técnica do laboratério

17. Antes de ensaiarem produtos quimicos desconhecidos com qualquer dos ensaios do presente método, os laboratérios
devem demonstrar competéncia técnica na realizacio do ensaio através da realizacdo de ensaios de saturagdo para
confirmar a especificidade e a atividade de preparagdo do ER e ensaios de ligacio competitivos com os estrogénios e
os controlos de referéncia (ligante fraco e ndo ligante). O laboratério deve estabelecer uma base de dados histéricos
com resultados relativos aos estrogénios e aos controlos de referéncia gerados no decurso de 3-5 experiéncias
independentes realizadas em dias diferentes. Estas experiéncias serdo a base dos estrogénios e dos controlos de
referéncia histéricos do laboratério e serdo utilizadas para avaliagdo parcial da aceitabilidade do ensaio para futuras
séries.

18. A capacidade de resposta do sistema de ensaio serd também confirmada através do ensaio das substancias indicadas
no quadro 2. A lista de substincias para demonstracdo de competéncia técnica é um subconjunto das substancias de
referéncia constantes das normas de desempenho para os ensaios de ligagdo do ER (3). Estas substincias estdo
disponiveis no comércio, representam as classes de produtos quimicos geralmente associadas a atividade de ligantes
do ER e apresentam uma gama de poténcia adequada e previsivel para ligantes de ER (ou seja, de forte a fraco) e ndo
ligantes (ou seja, negativo). Para cada substincia de demonstragdo de competéncia técnica, as concentragdes ensaiadas
devem abranger o intervalo de variagio indicado no quadro 2. Devem efetuar-se pelo menos trés experiéncias
relativamente a cada substincia, e os resultados devem ser conformes com a atividade quimica esperada. Cada
experiéncia deve ser realizada de forma independente (ou seja, com dilui¢des frescas de recetores, produtos quimicos
e reagentes), com trés replicados para cada concentracdo. A competéncia é demonstrada por uma classificagdo correta
(positiva/negativa) de cada uma das substancias. Os ensaios de demonstracio da competéncia técnica devem ser
realizados por todos os técnicos que aprendem a realizar os ensaios.
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Ensaio de solubilidade e determinacio da gama de concentracdes de produtos quimicos em estudo

19. Deve efetuar-se um ensaio preliminar para determinar o limite de solubilidade de cada produto quimico em estudo e
identificar a gama de concentragdes adequadas a utilizar no ensaio. O limite de solubilidade de cada produto quimico
em estudo deve ser determinado inicialmente no solvente e confirmado em condi¢des de ensaio. A concentragdo final
estudada no ensaio ndo deve exceder 1 mM. O ensaio de determinagio da gama de concentragdes consiste num
controlo de solvente, a par de oito dilui¢des sequenciais, a partir da concentragdo maxima aceitdvel (por ex., 1 mM
ou inferior, com base no limite de solubilidade), e da presenca de turbidez ou precipitado percetivel. As concen-
tragdes na segunda e na terceira experiéncia devem ser ajustadas na medida do necessirio para caracterizar melhor a
curva concentragio-resposta.

Critérios de aceitabilidade dos ensaios

20. A aceitagdo ou rejeicio de uma série de ensaios baseia-se na avaliacdo dos resultados obtidos para os estrogénios e
controlos de referéncia utilizados para cada experiéncia. Em primeiro lugar, para a placa 1, as curvas de concentragio
inteiras para os controlos de referéncia de cada experiéncia devem cumprir as medidas de desempenho relativas aos
parametros das curvas (p. ex., ICs, e curva de Hill), com base nos resultados relatados para os protocolos corres-
pondentes relativos aos ensaios do CERI e ensaios de FW de (apéndices 2 e 3) e nos dados histéricos de controlo do
laboratério que realiza o ensaio. Todos os controlos (estrogénios de referéncia, ligante fraco e ndo ligante) devem ser
corretamente classificados para cada experiéncia. Em segundo lugar, os controlos de todas as placas subsequentes tém
de ser avaliados em termos de coeréncia com a placa 1. Deve utilizar-se uma gama de concentragdes do produto
quimico em estudo suficiente para definir com clareza o topo da curva do ligante competitivo. A variabilidade dos
replicados em cada concentragio do produto quimico em estudo, bem como entre os trés ensaios independentes,
deve ser razodvel e cientificamente aceitdvel. A capacidade para efetuar o ensaio de forma consistente deve ser
demonstrada através da constituicio e da manutencdo de uma base de dados histérica para os estrogénios de
referéncia. Os desvios-padrdo (DP) ou os coeficientes de variagio (CV) para as médias dos estrogénios de referéncia
e para os pardmetros das curvas do ligante fraco de controlo de vdrias experiéncias podem ser utilizados como
indicadores da reprodutibilidade interna do laboratério. Devem utilizar-se critérios profissionais para a avaliagdo dos
resultados do controlo das placas de cada série de ensaios, bem como para cada produto quimico em estudo.

Além disso, devem ser respeitados os seguintes principios relativos aos critérios de aceitabilidade:

— Os dados devem ser suficientes para uma avaliagio quantitativa do ligante do ER,

— As concentragdes ensaiadas devem manter-se dentro da gama de solubilidade dos produtos quimicos em estudo.

Andlise dos dados

21. O procedimento definido para a andlise dos dados relativos aos ligantes por saturagio e competitivo devem respeitar
os principios fundamentais da caracteriza¢io das intera¢des recetor-ligando. Normalmente, os dados relativos aos
ligantes por saturagdo sdo analisados por recurso a um modelo de regressdo ndo linear que contabiliza a ligacio total
e ndo especifica. Pode ser necessdria uma corregdo por deplecio de ligantes [ex. Swillens, 1995 (19)] aquando da
determinagio de B4, e Kd. Os dados provenientes de ensaios de ligacdo competitivos sdo geralmente software
transformados [por exemplo, percentagem de ligacdo especifica e concentragio do produto quimico em estudo
(logM)]. Para cada produto quimico em estudo, as estimativas de log(ICs;) devem ser determinadas com recurso a
um software de ajustamento de curva ndo linear adequado, a fim de a adaptar a equagdo de quatro pardmetros de Hill.
Na sequéncia de uma andlise preliminar, devem ser definidos os pardmetros de ajustamento da curva e realizada uma
andlise visual da forma como os dados do ligante se adaptam a curva de ligagdo competitiva gerada. Em alguns casos,
pode ser necessaria uma analise adicional para obter o melhor ajustamento da curva (por exemplo, restricio do topo
efou da base da curva, utilizagdo da regra dos 10 %, ver apéndice 4 e referéncia 2 (seccio IILA.2).

22. O cumprimento dos critérios de aceitabilidade (ponto 20) indica que o ensaio estd a funcionar corretamente, mas nio
garante que produz dados exatos. A replicagio dos resultados corretos do primeiro ensaio constitui a melhor
indicagdo de que foram produzidos dados exatos.



L 247/312 Jornal Oficial da Unido Europeia 26.9.2019

Critérios gerais de interpretacio dos dados

23. Nido existe na atualidade um método universalmente aceite para a interpretacio dos dados de ligantes de ER. No
entanto, tanto a avaliacdo qualitativa (por exemplo ligante/ndo ligante) como a quantitativa [p. ex., log(ICs),
afinidade de ligacdo relativa (RBA), etc.] da atividade mediada pelo ER devem basear-se em dados empiricos e em
pareceres cientificos sélidos.

Relatério de ensaio

24. O relatério do ensaio deve incluir as seguintes informagdes:
Meétodo de ensaio
— ensaio utilizado;
Controlo/referéncia/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;

— medi¢do do pH, da pressdo osmética 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, hidrossolubilidade e outras propriedades fisico-quimicas pertinentes;

— dados de identificacdo quimica, como as denomina¢des IUPAC ou CAS, niimero CAS, cbdigo SMILES ou InChl,
formula 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 principais
propriedades fisico-quimicas dos componentes.

Solvente/veiculo:

— caracteriza¢do (natureza, fornecedor e lote);

— justificagdo para a escolha do solvente/veiculo;

— solubilidade e estabilidade do produto quimico em estudo no solvente/veiculo, se conhecida;
Recetores:

— origem dos recetores (fornecedor, nimero de catdlogo, lote, espécie do recetor, concentragio ativa do recetor
fornecido pelo fornecedor, certificacio do fornecedor)
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— caracterizagdo de recetores (incluindo os resultados dos ligantes por saturacio): Kd, B 4.,
— armazenamento dos recetores

— ligando com marcagdo radioativa:

— fornecedor, niimero de catilogo, lote, atividade especifica

Condigdes de realizagio do ensaio:

— limitacdes da solubilidade nas condices de ensaio,

— composicdo do tampdo do ligante;

— concentra¢io do recetor;

— concentragdo do tragador (ou seja, ligante com marcagdo radioativa);

— concentragdes do produto quimico em estudo;

— percentagem do veiculo no ensaio final;

— tempo e temperatura de incubagio;

— método de separacdo agrupadofisolado;

— controlos positivos e negativos/substancias de referéncia;

— critérios definidos para que os ensaios sejam considerados positivos, negativos ou inconclusivos,
Verificagdo da aceitabilidade:

— valores reais de ICsq e da curva de Hill para controlos positivos/substincias de referéncia,
Resultados:

— dados brutos agrupados e isolados;

— controlo de confirmacio da desnaturagdo, se for caso disso;

— se existir, a concentra¢io minima efetiva (LEC);

— valores RBA efou ICs, consoante o caso;

— relagdo concentragdo-resposta, quando for possivel determind-la;

— andlise estatistica, se for caso disso, associada a uma medida de erro e confianga (por exemplo, SEM, DP, CV ou
IC 95 %) e descri¢do da forma como os valores foram obtidos;
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Discussdo dos resultados:

— aplicagdo da regra dos 10 %

Conclusdo
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Apéndice 1

DEFINICOES E ABREVIATURAS

Adequacio: descricio da relagio de um ensaio com o objeto de interesse e da sua importincia e utilidade para um
determinado fim. Traduz a medida em que o ensaio mede ou prevé corretamente o efeito biologico em causa. A
adequacdo comporta a exatidio (concordincia) de um ensaio (1).

Atividade estrogénica: capacidade de um produto quimico reproduzir o 17f-estradiol na sua capacidade de ligagio a
recetores de estrogénios. O presente método de ensaio permite detetar a ligagio ao hERa.

CF: quadro conceptual da OCDE para ensaio e avaliacdo de perturbadores do sistema enddcrino.

Competéncia técnica: capacidade comprovada para efetuar um ensaio de forma adequada antes de ensaiar substancias
desconhecidas.

Critérios de aceitabilidade: normas minimas para a realizagdo de controlos experimentais e padrdes de referéncia. Para
que uma experiéncia seja considerada valida, devem ser satisfeitos todos os critérios de aceitabilidade.

CV: coeficiente de variagio.

DP: desvio-padrio.

E2: 17f-estradiol.

ED: desregulacio do sistema enddcrino.

Ensaio «me-too»: expressio coloquial para designar um método que ¢é, estrutural e funcionalmente, semelhante a um
método de ensaio de referéncia validado e aceite. O termo é sindnimo de «<método de ensaio similar.

ER: Recetor de estrogénio.

Estrogénio de referéncia: 178-estradiol (E2, CAS 50-28-2).

Exatidio (concordincia): grau de concordancia entre os resultados do ensaio e um valor de referéncia aceite. Constitui
uma medida da eficiéncia do método e um aspeto da adequacdo. Este termo e o termo «concordincia» sio muitas vezes
utilizados indistintamente para indicar uma propor¢io de resultados corretos do método de ensaio (1).

Fiabilidade: indica em que medida um ensaio pode ser reproduzido ao longo do tempo num mesmo laboratério e entre
laboratérios utilizando o mesmo protocolo. A fiabilidade é avaliada com base nos valores calculados das reprodutibili-
dades intralaboratorial e interlaboratorial.

hERa: recetor alfa de estrogénio humano.

IC;q: concentragdo semimdxima efetiva de um produto quimico em estudo inibidor.
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ICCVAM: Interagency Coordinating Committee on the Validation of Alternative Methods [Comissdo de Coordenacdo da
Valida¢do de Métodos Alternativos].

LEC: menor concentragio eficaz é a menor concentracio do produto quimico em estudo que produz uma resposta (ou
seja, a menor concentracio do produto quimico em estudo em que o fator de indugdo ¢é estatisticamente diferente do
controlo do veiculo concorrente).

Método de ensaio validado: método de ensaio relativamente ao qual foram realizados estudos de validagdo com vista a
determinar a sua adequagdo (incluindo a exatiddo) e fiabilidade para um determinado fim. Importa referir que um método
de ensaio validado pode ndo ser suficientemente exato e fidvel para ser considerado aceitdvel para o fim pretendido (1).

Métodos de ensaio de referéncia: ensaios em que se baseia o PBTG 493.

Normas de desempenho: normas, associadas a um método de ensaio validado, com base nas quais pode ser avaliada a
comparabilidade de um ensaio proposto que seja mecanistica e funcionalmente similar. Incluem: (1) componentes
essenciais do método de ensaio; (2) uma lista minima de produtos quimicos de referéncia, escolhidos de entre os produtos
quimicos utilizados para demonstrar o desempenho aceitdvel do método de ensaio validado; e (3) niveis de exatiddo e
fiabilidade compardveis, baseados no que foi obtido para 0 método de ensaio validado, que o método de ensaio proposto
deve demonstrar quando avaliado pela utilizacdo da lista minima de produtos quimicos de referéncia (1).

PBTG: diretriz de ensaio baseada no desempenho.
Produto quimico: uma substincia ou mistura.
Produto quimico em estudo: qualquer substincia ou mistura & qual seja aplicado o presente método de ensaio.

RBA: afinidade de ligagio relativa. A RBA de uma substancia é calculada como uma percentagem do log(ICsg) para a
substncia relativamente ao log(IC5,) para o 17f-estradiol.

Regra dos 10 %: op¢do de excluir da andlise dados em que a média dos replicados para a percentagem de ligagdo
especifica do [*H]17B-estradiol tenha superior em 10 % ou mais & observada para o valor médio a uma concentracio
inferior (ver apéndice 4).

Reprodutibilidade interlaboratorial: uma medida do grau em que diferentes laboratérios qualificados que utilizam o
mesmo protocolo e testam as mesmas substincias podem produzir resultados qualitativa e quantitativamente similares. A
reprodutibilidade interlaboratorial é determinada durante os processos de pré-validagio e validagio e indica em que
medida um método pode ser transferido com éxito entre laboratérios, igualmente designada «eprodutibilidade entre
laboratérios» (1).

Reprodutibilidade intralaboratorial: uma medida do grau em que pessoal qualificado do mesmo laboratério consegue
replicar resultados com éxito utilizando o mesmo protocolo, em momentos diferentes. Igualmente designada «reprodu-
tibilidade intralaboratorial» (1).

Substincias para a demonstracio de competéncia técnica: um subconjunto das substancias de referéncia incluidas nas
normas de desempenho que pode ser utilizado pelos laboratérios para demonstrar competéncia técnica com um ensaio
normalizado. Os critérios de selecio destas substancias incluem normalmente o facto de representarem a gama de
respostas, estarem comercialmente disponiveis e disporem de dados de referéncia de elevada qualidade.

Validacdo: o processo de estabelecimento da fiabilidade e adequacdo de uma determinada abordagem, método, processo
ou avaliacdo para um determinado fim (1).
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Apéndice 2

ENSAIOS IN VITRO DE LIGAGCAO POR SATURAGCAO E COMPETITIVA AO RECETOR DE ESTROGENIO (ERA) COM RECURSO A ERA
RECOMBINANTE INTEIRO DE FREYBERGER-WILSON

CONSIDERACOES INICIAIS E LIMITACOES (VER TAMBEM INTRODUCAO GERAL)

1. Este ensaio in vitro de ligagdo por saturacdo e competitiva ao recetor de estrogénio (ER) utiliza o recetor humano
inteiro ERaa(hrERa), que é produzido em células de insetos infetadas com baculovirus e destas isolado. O protocolo,
desenvolvido por Freiberger e Wilson, foi submetido a um estudo de validagdo internacional em vérios laboratérios
(2), que demonstrou a sua pertinéncia e fiabilidade para o fim a que se destina.

2. Este ensaio é um procedimento de andlise para identificagdo de substancias suscetiveis de se ligarem a toda a extensdo
do hrERa. E utilizado para determinar a capacidade de um produto quimico em estudo para competir com o 17f-
-estradiol pela ligacdo ao hrERa. Os resultados quantitativos do ensaio podem incluir o ICs, (uma medicio da
concentragio do produto quimico em estudo necessaria para deslocar metade do [*H]17p-estradiol do hrERa) e as
afinidades de ligagdo relativas dos produtos quimicos em estudo para o hrERa em comparagdo com o 17f-estradiol.
Para fins de andlise quimica, os resultados qualitativos de ensaios aceitdveis podem incluir classificagdes produtos
quimicos em estudo como ligantes ou ndo ligantes do hrERa, ou como inconclusivos com base nos critérios descritos
para as curvas de ligagio.

3. O ensaio utiliza ligandos radioativos, sendo necessdrio que o laboratério disponha de uma licenga para o manusea-
mento desses materiais. Todos os procedimentos com radioisétopos e produtos quimicos perigosos devem seguir a
regulamentacdo e os procedimentos previstos na legislagio nacional.

4. As seccdes INTRODUCAO GERAL» ¢ <COMPONENTES DO ENSAIO DE LIGACAO DO hrER» devem ser
lidas antes da utilizacdo do presente ensaio para fins normativos. As defini¢des e abreviaturas utilizadas sdo descritas
no apéndice 1.

PRINCIPIOS DO ENSAIO (VER TAMBEM INTRODUCAO GERAL)

5. O ensaio de ligacio ao hrERa mede a capacidade de um ligando com marcagio radioativa — [*H]17B-estradiol — para
se ligar ao ER na presenca de concentragdes crescentes de um produto quimico em estudo (concorrente). Os
produtos quimicos em estudo que possuem uma elevada afinidade para o ER competem com o ligando com
marcagdo radioativa a uma concentragio mais baixa comparativamente com os produtos quimicos com menor
afinidade para o recetor.

6. O presente ensaio é composto por dois componentes principais: uma experiéncia de ligantes por saturacdo com vista
a caracterizar os parametros da interacdo recetor-ligando, seguida de uma experiéncia de ligantes competitivos que
caracteriza a concorréncia entre um produto quimico em estudo e um ligando com marcacio radioativa para ligagio
ao ER.

7. O objetivo da experiéncia de ligagdo por saturagdo é caracterizar um determinado lote de recetores para afinidade de
ligagio e nimero de recetores em preparagdo para a realizacdo da experiéncia de ligagdo competitiva. A experiéncia
de ligagdo por saturacdo mede, em condi¢des de equilibrio, a afinidade de uma concentracdo fixa do recetor de
estrogénio com o seu ligando natural (representado pela constante de dissociagdo, Kd) e a concentragio de pontos de
recetores ativos (B4

8. A experiéncia de ligagio competitiva mede a afinidade de uma substancia para competir com o [*H]17B-estradiol
pela ligagdo ao ER. A afinidade é quantificada pela concentragio do produto quimico em estudo que, em equilibrio,
inibe 50 % do ligante especifico do [*H]17p-estradiol (designada «concentragio inibidora 50 % ou «ICsp). A
afinidade pode igualmente ser avaliada através da afinidade de ligacdo relativa (RBA, em relacio a ICs, do estradiol,
medida separadamente na mesma série de ensaios). A experiéncia de ligagio competitiva mede a ligagdo do [*H]17p-
-estradiol a uma concentracio fixa na presenga de uma vasta gama de concentracdes (oito ordens de grandeza) do
produto quimico em estudo. Os dados sio, entdo, ajustados, na medida do possivel, a uma forma da equagio de Hill
(Hill, 1910) que descreve o deslocamento do ligando radioativo através de um ligante concorrente num ponto. A
extensio da deslocagdo do estradiol com marcagdo radioativa em equilibrio ¢ utilizada para caracterizar o produto
quimico em estudo como ligante, ndo ligante ou inconclusivo.
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PROCEDIMENTO
Demonstracio do desempenho proteico aceitivel do hrERa

Antes de realizar rotineiramente os ensaios de ligacdo por saturacio e de ligacio competitiva, deve verificar-se se cada
novo lote de hrERa tem um desempenho correto no laboratério em que serd usado. Para demonstrar esse desempe-
nho, deve utilizar-se um processo em duas etapas:

— Realizagio de um ensaio de ligagio por saturagio [*H]17pB-estradiol para demonstrar a especificidade e a
saturagdo do hrERa. A andlise de regressdo ndo linear dos dados (por exemplo, BioSoft; McPherson, 1985;
Motulsky, 1995) e a subsequente aplicacio da equagio de Scatchard devem comprovar a afinidade de ligagdo
do hrERa com o [*H]17p-estradiol (Kd) e o niimero de recetores (B,,;) de cada lote de hrERa.

— Realizar um ensaio de ligagdo competitiva com recurso as substincias de controlo [estrogénio de referéncia (17-
-estradiol], um ligante fraco (por exemplo, noretinodrel ou norentinodrona), e um ndo ligante (octiltrietoxissilano,
OTES). Cada laboratério deve estabelecer uma base de dados histérica para documentar a coeréncia do ICs, e
outros valores relevantes para os estrogénios de referéncia e de um ligante fraco, entre as experiéncias e os
diferentes lotes de hrERa. Os pardmetros das curvas de ligagdo competitiva para as substancias de controlo devem
situar-se dentro dos limites do intervalo de confianga de 95 % (ver quadro 1) que foram estabelecidos com
recurso a dados de laboratérios que participaram no estudo de validagdo deste ensaio (2).

Quadro 1

Critérios de desempenho estabelecidos para os estrogénios de referéncia e para o ligante fraco, ensaio de
ligacdo de hrER de FW

Intervalos de confianca de
Substancia Parametro Média () Desvio-padrio (n) 95%0)
Limite inferior | Limite superior
17p-Estradiol Topo (%) 100,44 10,84 (67) 97,8 103,1
Base (%) 0,29 1,25 (67) -0,01 0,60
Curva de Hill -1,06 0,20 (67) -1,11 -1,02
log(IC50) (M) -8,92 (9 0,18 (67) -8,97 -8,88
Noretinodrel Topo (%) 99,42 8,90 (68) 97,27 101,60
Base (%) 2,02 3,42 (68) 1,19 2,84
Curva de Hill -1,01 0,38 (68) -1,10 -0,92
log(ICs50) (M) -6,39 0,27 (68) -6,46 -6,33
Noretinedrona () Topo (%) 96,14 8,44 (27) 92,80 99,48
Base (%) 2,38 5,02 (27) 0,40 437
Curva de Hill -1,41 0,32 (27) -1,53 -1,28
log(ICs) (M) 5,73 0,27 (27) -5,84 -5,62

(*) A média (n) £ desvio-padrio (DP) foram calculados utilizando estimativas de pardmetros de ajustamento da curva
(4 parametros da equacdo de Hill) para séries de ensaios de controlo realizadas em quatro laboratérios durante o estudo
de validagdo(ver anexo N da referéncia bibliogréfica 2).

(") Os intervalos de confianca de 95 % sdo fornecidos como orientagio para os critérios de aceitabilidade.

(9) O ensaio de noretindrona era facultativo para subtarefa 4 durante o estudo de validacdo (ver referéncia bibliografica 2, ver
«Subtarefa 4»). Por conseguinte, a média * DP (n) foi calculada utilizando estimativas ajustadas da curva (equagdo de 4
pardmetros de Hill) para séries de ensaios de controlo realizadas em dois laboratérios.

A gama do ICs depende do Kd da preparagdo do recetor e da concentragdo de ligando com marcagdo radioativa utilizada em cada
laboratdrio. Admite-se um ajustamento adequado da gama do 1Cs, com base nas condicdes de realizagio do ensaio.
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Demonstragio da competéncia técnica do laboratério

10. Ver os pontos 17 e 18 e o quadro 2 da seccio <COMPONENTES DA ENSAIO DE LIGACAO DO hrER» do
presente método de ensaio. Cada ensaio (ligacio por saturacio e ligacio competitiva) deve ser constituido por trés
séries de ensaios independentes (ou seja, diluicdes de recetor, produtos quimicos e reagentes) em dias diferentes,
devendo cada série conter trés replicados.

Determinacio do da concentracio do recetor (hrERa)

11. A concentragdo do recetor ativo varia ligeiramente em fungdo do lote e das condigbes de armazenagem. Por esta
razdo, deve determinar-se a concentragio do recetor ativo recebida do fornecedor. Obtém-se assim a concentra¢io
adequada do recetor ativo no momento da série de ensaios.

12. Em condigdes correspondentes a ligacio competitiva (1 nM [*H]-estradiol), as concentragdes nominais de recetor de
0,25, 0,5, 0,75 e 1 nM devem ser incubadas na auséncia (ligacdo total) e na presenga (ligagdo nio especifica) de 1 pM
de estradiol nio marcado. A ligacio especifica, calculada como a diferenca entre a ligacio total e a ligagio ndo
especifica, faz-se corresponder a concentragio nominal do recetor. A concentragio do recetor que der valores de
ligagdo especificos correspondentes a 20 % da marcagio radioativa adicionada estd relacionada com a concentragio
nominal de recetor correspondente, devendo esta ser utilizada para as experiéncias de saturagio e de ligagdo
competitiva. Frequentemente, uma concentragdo final de hrER de 0,5 nM satisfaz esta condigdo.

13. Se o critério dos 20 % ndo puder, repetidamente, ser satisfeito, importa verificar o procedimento experimental para
detegdo de eventuais erros. O incumprimento do critério dos 20 % pode indicar que hd muito pouco recetor ativo no
lote recombinante, caso em que se deve ponderar a utilizacdo de outro lote de recetores.

Ensaio de saturacio

14. Devem ser avaliadas em triplicado oito concentragdes crescentes de [*H]17f-estradiol, nas trés condides seguintes
(ver quadro 2):

— Auséncia de 17f-estradiol ndo marcado e presenca de ER. Trata-se de determinar a ligagdo total por medida da
radioatividade nos pogos que apenas tém [*H]17B-estradiol.

— Presenca de uma concentragio excessiva (1 000 vezes mais) de f-estradiol nio marcado em relagio ao 17f-
-estradiol marcado e presenga de ER. O objetivo desta condigdo ¢é saturar os pontos de ligagdo ativos com 17f-
-estradiol ndo marcado e, mediante a medicdo da radioatividade nos pogos, determinar a ligagdo ndo especifica.
Qualquer estradiol quente remanescente que possa ligar-se ao recetor é considerado ligante a um ponto nio
especifico, dado que o estradiol frio deve estar numa concentragio tio elevada que se liga a todos os pontos
disponiveis no recetor.

— Auséncia de 17f-estradiol ndo marcado e auséncia de ER (determinagio da radioatividade total)

Preparacio de solugdes de [*H]17p-estradiol e de 17B-estradiol nio marcado

15. As diluicdes de [*H]17p-estradiol devem ser preparadas por adi¢io de tampio de ensaio a uma solugio-mie de
[PH]17p-estradiol 12 nM para obter concentragdes inicialmente compreendidas entre 0,12 nM e 12 nM. Adicionando
40 pl destas solucdes aos respetivos pocos de uma placa de microtitulagio com 96 pogos (para um volume final de
160 pl), obtém-se concentragdes finais compreendidas entre 0,03 e 3,0 nM. A preparagio do tampdo de ensaio, da
solugio e diluicdes de [*H]17p-estradiol e a determinagio das concentragdes sio descritas em pormenor no proto-
colo de FW (2).

16. As dilui¢des de solucdes de f-estradiol devem ser preparadas por adi¢do de tampdo de ensaio, a fim de se obter oito
concentragdes crescentes, compreendidas, inicialmente, entre 0,06 uM e 6 pM. Adicionando 80 pl destas solugdes aos
respetivos pogos de uma placa de microtitulagio com 96 pogos (para um volume final de 160 pl), obtém-se as
concentragdes finais do ensaio, compreendidas entre 0,03 uM e 3 uM. A concentracdo final do 17f-estradiol nio
marcado nos pogos individuais ndo especificos deve corresponder a 1 000 vezes a concentragido do [3H]17-estradiol
ndo marcado. A preparacio das diluicdes ndo marcadas de 17f-estradiol é descrita em pormenor no protocolo de
FW (2).
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17. Deve usar-se a concentracdo nominal do recetor que dé uma ligagdo especifica de 205 % (ver os pontos 12 a 13). A

18.

19.

20.

21.

22.

solucdo de hrERIa deve ser preparada imediatamente antes de ser utilizada.

As placas de microtitulagio de 96 pocos sio preparadas de acordo com o quadro 2, com 3 replicados por
concentragio. O apéndice 2.2 apresenta exemplos de concentracdes da placa e distribui¢gdio de volumes do
[PH]17p-estradiol, 17B-estradiol nio marcado, tampdo e recetor.

Quadro 2

Configuracio da placa de microtitulacio no ensaio de ligacdo por saturagio

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 003 nM [’H] E2 +|0,06 nM [’H] E2 0,08 nM [’H] E2 +|0,10 nM [*H] E2 + | Li-
ER ER ER ER gante

+

total

B |0,30 nM [°H] E2 +| 0,60 nM [*H] E2 + | 1,0 nM [*H] E2 + ER | 3,0 nM [*H] E2 + ER (soia_
ER ER vente)

D [0,03 nM [°H] E2 +|0,06 nM [°H] E2 +|0,08 nM [°H] E2 +|0,10 nM [’H] E2 + | Li-

ER + 0,03 pM E2 | ER + 0,06 pM E2 | ER + 0,08 pME2 | ER + 0,10 pM E2 | gante

E |030 nM [’H] E2 +|0,60 nM [°H] E2 + | 1,0 nM [°H] E2 + ER | 3,0 nM [’H] E2 + ER proed_
ER + 0,30 uM E2 ER + 0,60 uM E2 + 1,0 M E2 + 3,0 M E2 fico

T O™

[PH] E2: [’H]17p-estradiol
ER: recetor de estrogénio
E2: 17p-estradiol ndo marcado

As placas de microtitulagio devem ser incubadas a 2-8° C, durante 16-20 horas, e colocadas num mecanismo de
rotagdo durante o periodo de incubagdo.

Medigio de [*H]17B-estradiol ligado a hrERa

O [’H]17p-estradiol ligado ao hrERa deve ser separado do [*H]17B-estradiol livre por adicio de 80 ul de suspensio
de DCC fria a cada pogo, agitando as placas de microtitulagio durante 10 minutos e centrifugando-as, durante 10
minutos, a cerca de 2 500 rpm. Para minimizar a dissociacio de [*H]17p-estradiol ligado ao hrERa durante este
processo, é extremamente importante que os tampdes e 0s pocos sejam mantidos a 2-8 °C e que cada etapa seja
realizada rapidamente. Para utilizar as placas de microtitulacio de forma eficiente e rapida, é necessdrio um agitador.

Para evitar qualquer contaminacdo dos pogos por contacto com o DCC, devem retirar-se com extremo cuidado 50 pl
do sobrenadante contendo [*H]17B-estradiol ligado ao hrERa.

Adicionam-se entdo a cada pogo 200 pl de fluido de cintilagdo, capaz de converter a energia cinética das emissdes
nucleares em energia luminosa (A1-B12 e D1-E12). Os pogos G1-H12 (identificados como dpms total) representam
diluicdes sequenciais do [*H]17B-estradiol (40 pl),) que devem ser adicionadas diretamente ao liquido de cintilagio
nos pogos da placa de medigio conforme indicado no quadro 3; assim, esses pocos contém apenas 200 pl de liquido
de cintilacio e a dilui¢io adequada do [3H]17p-estradiol. Estas medidas demonstram quanto [*H]17p-estradiol foi
adicionado a cada conjunto de pocos para a ligacdo total e para a ligacdo nido especifica.
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Quadro 3
Configuracio da placa de microtitulacio no ensaio de ligacdo por saturacio Medicio da radioatividade
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 003 nM [H] E2 +|0,06 nM [*H] E2 +|0,08 nM [°H] E2 +|0,10 nM [’H] E2 + | Li-
ER ER ER ER gante
B | 030 nM [*H] E2 +| 0,60 nM [3H] E2 + | 1,0 nM [*H] E2 + ER | 3,0 nM [*H] E2 + ER | totdl
ER ER (sol-
vente)
C
D |003 nM [’H] E2 +|0,06 nM [°H] E2 + | 0,08 nM [’H] E2 + | 0,10 nM [*H] E2 + | Li-
ER + 0,03 yM E2 ER + 0,06 puM E2 ER + 0,08 uM E2 ER + 0,10 pM E2 gante
E |030 nM [’H] E2 +|0,60 nM [*H] E2 +| 1,0 nM [*H] E2+ ER | 3,0 nM [*H] E2 + ER | %4°
ER + 0,30 uM E2 ER + 0,60 uM E2 + 1,0 M E2 + 3,0 uM E2 ?,SPEC"
1CO
F
G [003 nM [’H] E2|0,06 nM [*H] E2 0,08 nM [*H] E2 0,10 nM [PH] E2  [Dpms
(dpms total) total (¥)
H |0,30 nM [’H] E2 0,60 nM [*H] E2 1,0 nM [*H] E2 3,0 nM [*H] E2
[*H] E2: [*H]17p-estradiol
ER: recetor de estrogénio
E2: 17p-estradiol nio marcado
Dpms: desintegragdes por minuto
() As diluicdes sequenciais a quente de [*H]-estradiol marcado devem ser diretamente adicionadas em 200 pl de fluido de
cintilagdo nos pogos G1 — H12.
23. As medic¢des devem iniciar-se com um desfasamento de, pelo menos, 2 horas, devendo o tempo de contagem ser de

24,

25.

26.

40 minutos por poco. Para a determinagdo de dpm/poco, com correcio do efeito de atenuagio, deve utilizar-se um
contador de cintilacdo em placas de microtitulagdo. Em alternativa, se ndo se dispuser de um contador de cintilagdo
deste tipo, as amostras podem ser medidas num contador convencional. Nestas condi¢des, pode ponderar-se uma
reducdo do tempo de contagem.

Ensaio de ligacio competitiva

O ensaio de ligacio competitiva mede a ligacio de uma tinica concentragio de [*H17f-estradiol na presenca de
concentragdes crescentes de um produto quimico em estudo. Devem utilizar-se trés replicados paralelos de cada
concentragio numa mesma série de ensaios. Além disso, devem efetuar-se trés ensaios ndo paralelos para cada
produto quimico ensaiado. O ensaio deve utilizar uma ou mais placas de microtitulacio de 96 pocos.

Controlos

experiéncia do ensaio deve incluir o solvente e os controlos paralelos (isto é, estrogénios de referéncia, ligante fraco e
ndo ligante). As curvas de concentracdo inteiras para os estrogénios e os controlos de referéncia (por exemplo, ligante
fraco e ndo ligante) devem corresponder a uma tnica placa em cada série de ensaios. Todas as outras placas devem
conter: i) uma concentra¢io elevada (deslocamento mdximo) e média (aproximadamente a IC5g) de cada um dos E2 e
ligante fraco em triplicado; ii) controlo do solvente e ligacio ndo especifica, cada um, no minimo, em triplicado. Os
procedimentos para a preparagio das solucdes-tampio de ensaio, controlos, [*H]17pB-estradiol, hrERa e produtos
quimicos em estudo estdo descritos na referéncia bibliografica 2 (anexo K, ver <FW Assay Protocol»).

Controlo do solvente

O controlo do solvente indica que este ndo interage com o sistema de ensaio e mede a ligagdo total (TB). O etanol é
o solvente preferencial. Em alternativa, se a concentragio mais elevada do produto quimico em estudo ndo for
soltivel em etanol, pode utilizar-se DMSO. A concentragdo de etanol — ou DMSO, se for o caso — nos pogos do
ensaio final é de 1,5 %, ndo podendo exceder 2 %.
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Controlo do tampdo

27. O controlo do tampéo (BC) ndo deve conter solvente nem produto quimico em estudo, mas conter todos os outros
componentes do ensaio. Os resultados do controlo do tampdo sdo comparados com o controlo do solvente, para
verificar se o solvente utilizado ndo afeta o sistema de ensaio.

Ligante forte (estrogénio de referéncia)

28. O 17f-estradiol (n.° CAS 50-28-2) é o ligando enddgeno e liga-se com elevada afinidade ao ER de subtipo alfa. Deve
preparar-se uma curva padrdo com 17[-estradiol ndo marcado para cada ensaio de ligagdo competitiva do hrERa, a
fim de se proceder a uma avaliacio da variabilidade entre ensaios realizados no mesmo laboratdrio. Devem preparar-
-se, em etanol, oito solucdes de 17f-estradiol ndo marcado, com concentragdes nos pogos compreendidas entre
100 nM e 10 PM -7[logM] a -11[logM]), espacadas do seguinte modo: (-7[logM], -8[logM], -8,5[logM], -9[logM], -
9.5[logM], -10[logM], -11[logM]). A maior concentracdo de 17[-estradiol (1 pM) ndo marcado serve também de
indicador de ligacdo inespecifica. Esta concentragdo distingue-se pelo rétulo «NSB» no quadro 4, embora também faca
parte da curva-padrio.

Ligante fraco

29. Para demonstrar a sensibilidade de cada experiéncia e permitir uma avaliagdo da variabilidade ao longo do tempo,
deve ser incluido um ligante fraco [noretinodrel (n.° CAS 68-23-5) ou noretinodrona (n.° CAS 68-22-4)]. Devem
preparar-se, em etanol, oito solu¢des de ligante fraco, com concentragdes nos pogos compreendidas entre 3 nM e
30 pM (-8,5[logM] to -4,5[logM]), espacadas do seguinte modo: -4,5[logM], -5[logM], -5,5[logM], -6[logM],
-6,5[logM], -7[logM],-7,5[logM], -8,5[logM].

Nio ligante

30. Deve ser usado octiltrietoxissilano (OTES, n.° CAS 2 943-75-1) como controlo negativo (ndo ligante), que garante
que o ensaio permite detetar os produtos quimicos em estudo que ndo se ligam ao hrERa. Devem preparar-se em
etanol oito solugdes do ndo ligante, com concentragdes nos pocos do ensaio compreendidas entre 0,1 nM e
1000 puM (-10[logM] a -3[logM]) e escalonadas. Pode utilizar-se ftalato de di-n-butilo (DBP), como ndo ligante de
controlo alternativo. A sua solubilidade maxima demonstrada é de -4 [logM].

Concentragdo de hrERa

31. Deve utilizar-se a quantidade de recetor que dd um valor especifico de ligagio de 20£+5% de 1 nM de ligando
radioativo (ver pontos 12-13 do apéndice 2). A solugdo de hrERIa deve ser preparada imediatamente antes de ser
utilizada.

[PH]17B-estradiol
32. A concentracio de [*H]17f-estradiol nos pocos deve ser de 1,0 nM.

Produtos quimicos em estudo

33. Em primeiro lugar, é necessdrio realizar um ensaio para determinar o limite de solubilidade de cada produto quimico
em estudo e identificar a gama de concentracdes a utilizar na condugdo do protocolo de ensaio. O limite de
solubilidade de cada produto quimico em estudo no solvente deve ser objeto de determinacio preliminar e confir-
mado em condicGes de ensaio. A concentragio final estudada no ensaio nio deve exceder 1 mM. O ensaio de
determinagio da gama inclui um controlo do solvente, juntamente com, pelo menos, 8 diluigdes sequenciais, com
inicio na concentragdo maxima aceitdvel (por exemplo: 1 mM ou menos, com base no limite de solubilidade) e a
presenca de ligeira turbidez ou precipitado (ver também o ponto 35). O produto quimico em estudo deve ser
ensaiado utilizando curvas de intervalos de concentragdes de 8 log, tal como definido no ensaio de determinagio de
gama anterior. As concentracdes na segunda e na terceira experiéncia devem ser ajustadas na medida do necessirio
para caracterizar melhor a curva concentragio-resposta.

34. As diluicdes do produto quimico em estudo devem ser preparadas no solvente adequado (ver ponto 26 do apéndice
2). Se a concentracdo mais elevada do produto quimico em estudo ndo for solivel nem em etanol nem em DMSO e
a introducdo de um novo solvente implicar uma concentragdo de solvente no tubo final superior ao limite aceitdvel,
a concentracio mais elevada pode ser reduzida para a concentracio imediatamente inferior. Neste caso, pode
acrescentar-se uma concentragdo adicional na extremidade inferior da série de concentracdes. As outras concen-
tragdes das séries devem permanecer inalteradas.
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35. As solugdes do produto quimico em estudo devem ser monitorizadas de perto quando adicionadas ao poco de

36.

37.

ensaio, uma vez que o produto quimico em estudo precipitar para fora do pogo. Os dados relativos a todos os pogos
que contenham precipitado ndo devem ser tidos em conta e os respetivos motivos de exclusdo devem ser anotados.

Se houver informacdo prévia, de outras fontes, que forneca o log(ICs,) de um produto quimico em estudo, pode ser
conveniente espacar as diluigdes de forma geométrica, mais perto do log(ICso) esperado, ou seja, 0,5 unidades
logaritmicas em torno do log(ICsq) esperado. O resultado final deve refletir a extensdo suficiente das concentragdes
para os dois lados do log(ICsy), incluindo o «topo» e o «base», de modo a que a curva de ligagdio possa ser
adequadamente caracterizada.

Organizagdo da placa de ensaio

Devem preparar-se placas de microtitulagio marcadas — tendo em conta as incubagdes séxtuplas — com cddigos para
o controlo do solvente, a concentragio mais elevada do estrogénio de referéncia (que serve igualmente como
indicador de ligacio ndo especifica — NSB) e o controlo do tampio, tendo em mente as incubagdes triplas com
codigos para cada uma das oito concentracdes do controlo ndo ligante (octiltrietoxissilano), as sete concentracdes
mais baixas do estrogénio de referéncia, as oito concentra¢des das doses do ligante fraco e as oito concentragdes de
cada produto quimico em estudo (TC). No quadro 4 figura um exemplo do diagrama da placa para as curvas de
concentragdo inteiras dos estrogénios de referéncia e do controlo. Sdo utilizadas placas de microtitulagdo adicionais
para os produtos quimicos em estudo, placas essas que devem incluir controlos de placa, nomeadamente 1) uma
concentracdo elevada (deslocamento mdximo) e média (aproximadamente a IC5;) de cada um dos E2 e ligante fraco
em triplicado; 2) controlo do solvente e ligagdo ndo especifica, cada uma sextuplicada (quadro 5). O apéndice 2.3
apresenta um exemplo de folha de cdlculo com um esquema de configuragio das placas de microtitulagio com trés
produtos quimicos em estudo desconhecidos para o ensaio de ligagdo competitiva. As concentragdes indicadas nos
quadros 4 e 5 sdo as concentracdes finais do ensaio. A concentracio méaxima para E2 deve ser 1x107 M; para o
ligante fraco, deve ser usada a concentragio mais elevada utilizada para o mesmo na placa 1. A concentragdo ICs,
deve ser determinada pelo laboratdrio com base na sua base de dados histéricos de controlo. Espera-se que esse valor
seja semelhante ao observado nos estudos de validagio (ver quadro 1).

Quadro 4

Configuracio das placas de microtitulacio do ensaio de ligacio competitiva, curvas de concentracio
inteiras para o estrogénio e os controlos de referéncia (placa 1)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A TB (apenas solvente) TB (apenas solvente) NSB NSB
B | E2 (1x107) E2 (1x10°9) E2 (1x10°%) E2 (1x107)
C |E2 (1x10) E2 (1x10719) E2 (1x1071) Branco (¥)
D | NE (1x10%) NE (1x107%) NE (1x107%%) NE (1x10°)
E | NE (1x10°°) NE (1x107) NE (1x1073) NE (1x10°%5)
F | OTES (1x107) OTES (1x107% OTES (1x107%) OTES (1x10°6)
G | OTES (1x107) OTES (1x107%) OTES (1x107) OTES (1x10719)
H Vazio (para quente) (**) | Vazio (para quente) (**) | Tampdo de controlo Tampdo de controlo

Neste exemplo, o ligando fraco é o noretinodrel (NE)
(*) Vazio verdadeiro, poco ndo utilizado
(**) Vazio ndo utilizado durante a incubac¢do, mas utilizado para confirmar a radioatividade total adicionada.
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Quadro 5

Configuracio das placas de microtitulacio do ensaio de ligacio competitiva, curvas de concentracio para

os produtos quimicos em estudo e controlos da placa

1 2 3 4 5 6 7 8 10 11 12

A TB (apenas solvente) TB (apenas solvente) NSB NSB

B TC1 (1x107) TC1 (1x107% TC1 (1x107) TC1 (1x1079)

C | TCI (1x107) TC1 (1x107%) TC1 (1x107%) TC1 (1x10719)

D | TC2 (1x107) TC2 (1x107% TC2 (1x107) TC2 (1x1079)

E TC2 (1x107) TC2 (1x107%) TC2 (1x107%) TC2 (1x10719)

F TC3 (1x107) TC3 (1x107% TC3 (1x107) TC3 (1x1079)

G | TC3 (1x107) TC3 (1x107%) TC3 (1x107) TC3 (1x10719)

H | NE (ICs) NE (1x10°%°) E2 (ICs) E2 (1x107)

Neste exemplo, o ligando fraco é o noretinodrel (NE)

Realizagdo do ensaio de ligagdo competitiva

38. Conforme se mostra no quadro 6, devem ser adicionados aos pocos 80 pl de solvente de controlo do estrogénio de
referéncia, ligante fraco, ndo ligante e produtos quimicos em estudo, preparados em tampdo de ensaio. Em seguida,
deve adicionar-se a cada pogo 40 pl de uma solucio de 4 nM [3H]17f-estradiol. Apés uma rotagdo delicada durante
10 a 15 minutos, entre 2 e 15 °C, adicionam-se 40 ul da solugdo de hrERa. As placas de microtitulagio do ensaio
devem ser incubadas a uma temperatura de 2 a 8 °C, durante 16-20 horas, e colocadas num mecanismo de rotagdo
durante o periodo de incubagio.

Quadro 6
Quantidade de componentes de ensaio para o ensaio de ligacio competitiva nos hrER, placas
microtituladoras
Volume (ul) Componente

80 17p-Estradiol ndo marcado, noretinodrel, OTES, produtos quimicos em estudo, solvente ou solu-
¢do-tampao

40 Solugio de 4 nM [*H]17p-estradiol

40 Solugdo de hrERa com a concentragdo determinada

160 Volume total em cada poco

39. Deve proceder-se & quantificacio do valor da ligacio do [*H]17B-estradiol ao hrERa, apés a separacio do [*H]17p-
-estradiol ligado ao hrERa do [*H]17B-estradiol livre mediante a adicio de 80 pl de suspensio de DCC fria a cada

pogco, conforme descrito nos pontos 20 a 23, para o ensaio de ligagdes por saturagio.

40. Os pogos H1-6 [identificados como «vazio (para quente)» no quadro 4] representam o dpms do [*H]17p-estradiol
marcado em 40 pl. A aliquota de 40 pl deve ser diretamente depositada no fluido de cintilagdo, nos pogos H1-H6.
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Critérios de aceitabilidade
Ensaio de ligagdo por saturagio

41. A curva de ligagio especifica deve atingir um patamar elevado a medida em que forem sendo utilizadas concen-
tragdes crescentes de [*H]17p-estradiol, indicando saturagio do hrERa com o ligando.

42. A ligacio especifica a 1 nM de [3H]17f-estradiol deve situar-se no intervalo aceitdvel, entre 15% e 25 % da
radioatividade total média medida adicionada entre séries de ensaios. Sdo aceitaveis pequenos desvios a este intervalo,
mas se as séries de ensaios se situarem permanentemente fora deste intervalo de variado, ou se uma séries de ensaios
estiver consideravelmente fora deste intervalo, a concentra¢do de proteinas deve ser ajustada, repetindo-se o ensaio de
saturacdo.

43. Os dados devem produzir um diagrama linear de Scatchard.

44. A ligacdo ndo especifica ndo deve ser excessiva. O seu valor deve, normalmente, ser < 35 % da ligacdo total. No
entanto, o rdcio pode, ocasionalmente, ultrapassar este limite se for medido um dpm muito baixo para a concen-
tragdo mais baixa de 17[-estradiol com marcacdo radioativa.

Ensaio de ligagdo competitiva

45. O aumento das concentragdes do 17B-estradiol ndo marcado deve deslocar o [*H]17f-estradiol do recetor de forma
compativel com uma ligacdo competitiva num ponto.

46. O valor de IC5 para o estrogénio de referéncia (17f-estradiol) deve ser aproximadamente igual a concentragdo molar
de [PH]17p-estradiol mais o Kd determinado a partir do ensaio de saturagio da ligagio.

47. Nas séries de ensaios, a ligacdo especifica total deve estar sistematicamente dentro de um intervalo aceitdvel de
20£5 % se a concentracio média de radioatividade total medida adicionada a cada pogo for de 1 nM. Sio aceitdveis
pequenos desvios, mas, se as séries de ensaios se situarem permanentemente fora deste intervalo de variagdo, ou se
uma série de ensaios se situar consideravelmente fora do mesmo, a concentracdo de proteinas deve ser ajustada.

48. O solvente ndo deve alterar a sensibilidade ou a reprodutibilidade do ensaio. Os resultados do controlo do solvente
(pogos de TB) sdo comparados com o controlo de tampdo, a fim de verificar se o solvente utilizado ndo afeta o
sistema de ensaio. Os resultados do TB e do controlo da solugio-tampdo devem ser compardveis se ndo houver
nenhum efeito do solvente no ensaio.

49. O ndo ligante nio deve deslocar mais de 25 % do [*H]17f-estradiol do hrERa quando ensaiado a até 10 M (OTES)
ou 10* M (DBP).

50. Foram estabelecidos critérios de desempenho para os estrogénios de referéncia e dois ligantes fracos (noretinodrel,
noretindrona), com base nos dados do estudo de validagdo do ensaio de ligagio FW hrER FW (anexo N da referéncia
2). Estdo previstos intervalos de confianga de 95 % para DPDP (n) +*DPDP médio em todos os controlos em todos
os laboratérios que participam no estudo de validagdo. Foram calculados intervalos de confianca de 95 % para os
pardmetros de ajustamento da curva [ou seja, topo, base, curva de Hill, log(ICs()]logIC5g) para os estrogénios de
referéncia e ligantes fracos, e para o log;o(RBA)log;,RBA com base nos estrogénios de referéncia e sdo fornecidos
como critérios de desempenho para os controlos positivos. O quadro 1 apresenta os intervalos previstos para os
pardmetros de ajustamento da curva que podem ser utilizados como critérios de desempenho. Na pritica, o intervalo
de variagdo do IC5, pode variar ligeiramente com base no Kd da preparacio do recetor e na concentragio do ligando.
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51. Nio foram definidos critérios de desempenho para os pardmetros de ajustamento da curva em relagdo aos produtos
quimicos em estudo, devido a grande variedade de produtos quimicos em estudo existentes e a variagio das
principais afinidades e dos resultados (p. ex., curva inteira, curva parcial, sem ajustamento de curva). Contudo, devem
ser utilizados critérios profissionais aquando da avaliacdo dos resultados de cada série de ensaios para um produto
quimico em estudo. Deve utilizar-se uma gama de concentragdes do produto suficiente para definir claramente o
topo (por exemplo, 90-100 % de ligagdo) da curva de ligagio competitiva. A variabilidade dos replicados para cada
concentragio do produto quimico em estudo, bem como entre as 3 séries ndo paralelas, deve ser razodvel e
cientificamente aceitdvel. Os controlos de cada série de ensaios em relagdo a um produto quimico em estudo devem
aproximar-se das medicdes de desempenho comunicadas para este ensaio do FW e ser coerentes com os dados
histéricos de controlo de cada laboratoério.

ANALISE DOS DADOS
Ensaio de ligacio por saturacio

52. Sdo medidas as ligacdes totais e as ligagdes ndo especificas. A partir destes valores, a ligagdo especifica de concen-
tragdes crescentes de [*H]17B-estradiol em condicdes de equilibrio ¢ calculada subtraindo-se a ligacio nio especifica
do total. Um gréfico que apresente a ligacio especifica versus a concentracio de [*H]17f-estradiol deve atingir um
plano para o indicativo mdximo especifico da li%agéo por saturagio do hrERa [*H-17H]B-estradiol. Além disso, a
analise dos dados deve documentar a ligagdo do [*H]17p-estradiol a um tnico ponto de ligagdo de alta afinidade. As
ligagdes néo especificas, totais e especificas devem ser visiveis numa curva de ligacdo por saturacdo. Uma andlise mais
aprofundada destes dados deve utilizar uma andlise de regressdo ndo linear (ex., BioSoft; McPherson, 1985; Motulsky,
1995) com uma apresentagio final dos dados de acordo com Scatchard.

53. A andlise de dados deve determinar a B4, e Kd a partir, unicamente dos dados relativos a ligacdo total, partindo do
pressuposto de que a ligacdo ndo especifica é de linear, salvo se for justificada a utilizacio de outro método. Ao
determinar a melhor adequacdo, importa efetuar uma regressdo sélida, salvo justificagdo. Deve indicar-se o método
escolhido para uma regressdo sélida. A correcio da deplegdo de ligando (por exemplo, utilizando o método de
Swillens 1995) deve ser sempre utilizada na determinacdo de B4, e Kd a partir dos dados da ligagdo por saturagdo.

Ensaio de ligagio competitiva

54. A curva de ligacio competitiva é representada como a ligacdo especifica do [*H]17B-estradiol versus a concentragio
(log 10 unidades) do concorrente. A concentracdo do produto quimico em estudo que inibe 50 % da ligagio maxima
especifica do [*H]17p-estradiol é ICs,.

55. As estimativas de log(ICs,) para os controlos positivos (por exemplo, estrogénios de referéncia e ligantes fracos)
devem ser determinadas com recurso a um software de ajustamento nio linear de ajustamento adequado, a fim de se
adaptar a equagio de quatro pardmetros de Hill (p. ex., BioSoft; McPherson, 1985; Motulsky, 1995). Em geral, o
topo, a base, a curva e o log(IC5;) devem ser mantidos inalterados quando se ajustam as curvas. Quando se
determinar a melhor adequagio, deve utilizar-se uma regressio sélida, a menos que seja apresentada uma justificagio.
Nio devem ser feitas correcdes para a deple¢do do ligando. Apds a andlise inicial, cada curva de ligacdo deve ser
avaliada de modo a garantir a devida adequagdo ao modelo. A afinidade de ligacdo relativa (RBA) do ligando fraco
deve ser calculada como percentagem do log(ICs,) para o ligante fraco em relacdo ao log(IC5,) para o 17f-estradiol.
Os resultados dos controlos positivos e do controlo nio ligante devem ser avaliados de acordo com as medidas do
desempenho do ensaio constantes dos pontos 45 a 50 do presente apéndice 2.

56. Os dados relativos a todos os produtos quimicos em estudo devem ser analisados através de uma abordagem por
etapas, para garantir que os dados sio devidamente analisados e que cada ligagdo competitiva é devidamente
classificada. Recomenda-se que cada série de ensaios para um produto quimico em estudo seja inicialmente subme-
tida a uma andlise normalizada de dados idéntica a utilizada para os estrogénios de referéncia e para controlos de
ligantes fracos (ponto 55). Uma vez concluida, deve ser efetuada uma avaliagdo técnica dos pardmetros de ajusta-
mento da curva, bem como uma andlise visual do grau de adequagio dos dados a curva de ligagio competitiva
gerada para cada série de ensaios. Durante esta avaliagdo técnica, as observacdes de uma diminuicdo dependente da
concentragio do [*H]17B-estradiol especificamente ligado, da baixa variabilidade entre os replicados técnicos em cada
concentragdo do produto quimico em estudo e da coeréncia dos pardmetros de ajustamento entre as trés séries de
ensajos constituem uma boa indicacdo de que a andlise de ensaios e de dados foi realizada de forma adequada.
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Interpretacio dos dados

57. Caso se cumpram todos os critérios de aceitabilidade, o produto quimico em estudo é considerado um ligante para o
hrERa se for possivel ajustar uma curva ligagdo e o ponto mais baixo da curva de resposta dentro da gama de dados
for inferior a 50 % (figura 1).
58. O produto quimico em estudo é considerado como nio ligante se, cumpridos todos os critérios de aceitabilidade:
— for possivel ajustar uma curva de ligacdo e o ponto mais baixo da curva de resposta dentro da gama de dados for

superior a 75 %, ou

— ndo for possivel ajustar uma curva de ligagdo e a média percentual mais baixa ndo ajustada entre os grupos de
concentragdo dos dados for superior a 75 %.
59. Os produtos quimicos em estudo sdo considerados equivocos se nenhuma das condi¢des acima referidas estiver
preenchida (por exemplo, o ponto mais baixo da curva de resposta ajustada situa-se entre 76 e 51 %).

Quadro 7

Critérios para classificagio com base numa curva de ligacio competitiva para um produto quimico em

estudo

Classificacio Critérios
Ligante? Uma curva de ligagdo pode ser ajustada.
O ponto mais baixo na curva de resposta dentro da gama de dados é inferior a
50 %.
b

Nio ligante

Se for possivel ajustar a curva de ligagdo,

o ponto
75 %.

mais baixo da curva de resposta dentro da gama de dados é superior a

Se ndo for possivel ajustar a curva de ligacdo,

a média

dados é

percentual mais baixa ndo ajustada entre os grupos de concentracio nos
superior a 75 %.

Inconclusivo®

Qualquer produto quimico em estudo que ndo seja ligante nem néo ligante.
(Por exemplo, o ponto mais baixo da curva de resposta ajustada situa-se entre 76 e 51 %).

Figura 1

Exemplos de classificacio de produtos quimicos em estudo por meio de uma curva de ligacio competitiva
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60. As virias séries de ensaios realizados num laboratério para um produto quimico em estudo sdo combinadas através
da atribuicdo de valores numéricos a cada série de ensaios e fazendo a média das diferentes séries, como se indica no

quadro 8. Os resultados para as séries combinadas em cada laboraté6rio sdo comparados com a classificagdo prevista
para cada produto quimico em estudo.

Quadro 8

Método de classificacio do produto quimico em estudo utilizando mudltiplas séries de ensaios

Para atribuir valor a cada série de ensaios

Classificacio Valor numérico
Ligante 2

Inconclusivo 1

Nio ligante 0

Para classificar a média dos valores numéricos das diferentes séries de ensaios

Classificagio Valor numérico
Ligante Média > 1,5
Inconclusivo 0,5 < média < 1,5

Nio ligante Média < 0,5

RELATORIO DO ENSAIO

61. Ver ponto 24 da sec¢io <COMPONENTES DO ENSAIO DE LIGACAO DO hrER»
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Apéndice 2.1
LISTA DE TERMOS
DCC: carvio revestido com dextrose.
[PH]E2: 17B-estradiol com marcagio radioativa por tritio.
E2: 17f-estradiol ndo marcado (inerte).
hrERa: recetor alfa de estrogénio recombinante humano.

Replicado: um ou vérios pocos que contém o mesmo contetido com as mesmas concentragdes e que sdo objeto de
ensaios paralelos numa tnica série de ensaios. Neste protocolo, cada concentrago do produto quimico em estudo é
ensajiada em triplicado; isto é, existem trés replicados que s3o ensaiados simultaneamente em cada concentragio do
produtos quimicos em estudo.

Série de ensaios: conjunto completo de pocos de placas de microtitulacio que fornece todas as informagdes necessdrias
para caracterizar a ligagio de um produto quimico em estudo ao hrERa (viz., total [*H]17B-estradiol adicionado ao pogo,
ligagio méxima do [*H]17B-estradiol ao hrERa ligacdo nio especifica e ligagio total em diferentes concentragdes do
produto quimico em estudo). Uma série de ensaio pode consistir em apenas um pogo bem (ou seja, replicado) por
concentragdo; contudo, dado que este protocolo requer que os ensaios sejam realizados em triplicado, uma série de
ensaios consiste em trés pocos por concentragdo. Além disso, este protocolo requer trés séries de ensaio independentes
(ou seja, ndo paralelas) por produto quimico.

Tampdo de ensaio: 10 mM Tris, 10 mg de albumina de soro bovino/ml, 2 mM TDT, 10 % de glicerol, 0,2 mM
leupeptina, pH 7,5.
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Apéndice 2.2

[*H]17B-ESTRADIOL COM TRES POCOS REPLICADOS

ENSAIO DE SATURACAO TIPICA DO

Ensaio de saturagdo tipica do [*H]17B-estradiol com trés pogos replicados
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Ensaio de saturagio tipica do [*H]17B-estradiol com trés pogos replicados
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Ensaio de saturagio tipica do [*H]17B-estradiol com trés pogos replicados
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H5 2 Quente 2,40 40 0,60 — — — — — 40
Hé6 3 Quente 2,40 40 0,60 — — — — — 40
H7 1 Quente | 4,00 40 1,00 — — — — — 40
H8 2 Quente | 4,00 40 1,00 — — — — — 40
H9 3 Quente | 4,00 40 1,00 — — — — — 40
H10 1 Quente | 12,00 40 3,00 — — — — — 40
H11 2 Quente | 12,00 40 3,00 — — — — — 40
H12 3 Quente | 12,00 40 3,00 — — — — — 40

Note-se que 0s pogos «quentes» estdo vazios durante a incubagdo. Os 40 pl sdo adicionados apenas para contagem de cintilagdo.
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Apéndice 2.3
CONFIGURACAO DO ENSAIO DE LIGACAO COMPETITIVA
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S Al 1 Ligacdo total TB TB1 — 40 40 80 160 —

S A2 2 Ligacdo total TB TB2 — 40 40 80 160 —

S A3 3 Ligacdo total TB TB3 — 40 40 80 160 —

S A4 1 Ligacdo total TB TB4 — 40 40 80 160 —

S A5 2 Ligacdo total TB TB5 — 40 40 80 160 —

S A6 3 Ligacdo total TB TB6 — 40 40 80 160 —
S A7 1 E2 frio (elevado) NSB SO 2,00E-06 40 — 40 80 160 1,0E-06
S A8 2 E2 frio (elevado) | NSB SO 2,00E-06 40 — 40 80 160 1,0E-06
S A9 3 E2 frio (elevado) | NSB SO 2,00E-06 40 — 40 80 160 1,0E-06
S Al0 1 E2 frio (elevado) | NSB SO 2,00E-06 40 — 40 80 160 1,0E-06
S All 2 E2 frio (elevado) | NSB SO 2,00E-06 40 — 40 80 160 1,0E-06
S Al2 3 E2 frio (elevado) NSB SO 2,00E-06 40 — 40 80 160 1,0E-06
S B1 1 E2 frio S S1 2,00E-07 40 — 40 80 160 1,0E-07
S B2 2 E2 frio S S1 2,00E-07 40 — 40 80 160 1,0E-07
S B3 3 E2 frio S S1 2,00E-07 40 — 40 80 160 1,0E-07
S B4 1 E2 frio S S2 2,00E-08 40 — 40 80 160 1,0E-08
S B5 2 E2 frio S S2 2,00E-08 40 — 40 80 160 1,0E-08
S B6 3 E2 frio S S2 2,00E-08 40 — 40 80 160 1,0E-08
S B7 1 E2 frio S S3 6,00E-09 40 — 40 80 160 3,0E-09
S B8 2 E2 frio S S3 6,00E-09 40 — 40 80 160 3,0E-09
S B9 3 E2 frio S S3 6,00E-09 40 — 40 80 160 3,0E-09
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S | B10 1 E2 frio S S4 | 2,00E-09 | 40 — 40 80 160 | 1,0E-09
S | Bl1 2 E2 frio S S4 | 2,00E-09 | 40 — 40 80 160 | 1,0E-09
S | BI12 3 E2 frio S S4 | 2,00E-09 | 40 — 40 80 160 | 1,0E-09
S| a 1 E2 frio S S5 | 6,00E-10 | 40 — 40 80 160 | 3,0E-10
S| @ 2 E2 frio S S5 | 6,00E-10 | 40 — 40 80 160 | 3,0E-10
S| c3 3 E2 frio S S5 | 6,00E-10 | 40 — 40 80 160 | 3,0E-10
S| c4 1 E2 frio S S6 | 2,00E-10 | 40 — 40 80 160 | 1,0E-10
S| G5 2 E2 frio S S6 | 2,00E-10 | 40 — 40 80 160 | 1,0E-10
S| cé6 3 E2 frio S S6 | 2,00E-10 | 40 — 40 80 160 | 1,0E-10
S| ¢z 1 E2 frio S S7 | 2,00E-11 | 40 — 40 80 160 | 1,0E-11
S| cs8 2 E2 frio S S7 | 2,00E-11 | 40 — 40 80 160 | 1,0E-11
Y 3 E2 frio S S7 | 2,00E-11 | 40 — 40 80 160 | 1,0E-11
S C10 1 Vazio Vazio B1 — — 160 — — 160 —
s | c11 2 Vazio Vazio | B2 — — | 160 | — — 160 —
S C12 3 Vazio Vazio B3 — — 160 — — 160 —
S | DI 1 Noretinodrel NE | WP1 | 6,00E-05 | 40 — 40 80 160 | 3,0E-05
S| D2 1 Noretinodrel NE | WPL | 6,00E-05 | 40 — 40 80 160 | 3,0E-05
S| D3 1 Noretinodrel NE | WP1 | 6,00E-05 | 40 — 40 80 160 | 3,0E-05
S | D4 1 Noretinodrel NE | WP2 | 2,00E-05 | 40 — 40 80 160 | 1,0E-05
S| D5 1 Noretinodrel NE | WP2 | 2,00E-05 | 40 — 40 80 160 | 1,0E-05
S | D6 1 Noretinodrel NE | WP2 | 2,00E-05 | 40 — 40 80 160 | 1,0E-05
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S| D7 1 Noretinodrel NE | WP3 | 6,00E-06 | 40 | — | 40 80 160 | 3,0E-06
S | D8 1 Noretinodrel NE | WP3 | 6,00E-06 | 40 | — | 40 80 160 | 3,0E-06
S| D9 1 Noretinodrel NE | WP3 | 6,00E-06 | 40 | — | 40 80 160 | 3,0E-06
S| p1o | 1 Noretinodrel NE | WP4 | 2,00E-06 | 40 | — | 40 80 160 | 1,0E-06
S | D11 1 Noretinodrel NE | WP4 | 2,00E-06 | 40 | — | 40 80 160 | 1,0E-06
S| p12 | 1 Noretinodrel NE | WP4 | 2,00E-06 | 40 | — | 40 80 160 | 1,0E-06
S | El 1 Noretinodrel NE WP | 6,00E-07- | 40 40 80 160 | 3,0E-07
S | E2 2 Noretinodrel NE WP | 6,00E-07- | 40 40 80 160 | 3,0E-07
S| E3 3 Noretinodrel NE WP | 6,00E-07- | 40 40 80 160 | 3,0E-07
S | E4 1 Noretinodrel NE WP | 2,00E-07- | 40 40 80 160 | 1,0E-07
S E5 2 Noretinodrel NE WP | 2,00E-07-| 40 40 80 160 1,0E-07
S| E6 3 Noretinodrel NE WP | 2,00E-07- | 40 40 80 160 | 1,0E-07
S E7 1 Noretinodrel NE WP | 6,00E-08- | 40 — 40 80 160 3,0E-08
S| E8 2 Noretinodrel NE WP | 6,00E-08-| 40 | — | 40 80 160 | 3,0E-08
S | E9 3 Noretinodrel NE WP | 6,00E-08-| 40 | — | 40 80 160 | 3,0E-08
S | E10 1 Noretinodrel NE WP | 6,00E-09-| 40 | — | 40 80 160 | 3,0E-09
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S | Ell 2 Noretinodrel NE WP | 6,00E-09- | 40 | — | 40 80 160 | 3,0E-09
S | EI12 3 Noretinodrel NE WP | 6,00E-09- | 40 | — | 40 80 160 | 3,0E-09
S| F 1 OTES N | OTES | 2,00E-03 | 40 | — | 40 80 160 | 1,0E-03
S| R 2 OTES N | OTES | 2,00E-03 | 40 | — | 40 80 160 | 1,0E-03
S| F3 3 OTES N | OTES | 2,00E-03 | 40 | — | 40 80 160 | 1,0E-03
S| F4 1 OTES N | OTES | 2,00E-04 | 40 | — | 40 80 160 | 1,0E-04
S| F5 2 OTES N | OTES | 2,00E-04 | 40 | — | 40 80 160 | 1,0E-04
S| F6 3 OTES N | OTES | 2,00E-04 | 40 | — | 40 80 160 | 1,0E-04
S| F7 1 OTES N | OTES | 2,00E-05 | 40 | — | 40 80 160 | 3,0E-05
S| F8 2 OTES N | OTES | 2,00E-05 | 40 | — | 40 80 160 | 3,0E-05
S| F9 3 OTES N | OTES | 2,00E-05 | 40 | — | 40 80 160 | 3,0E-05
S | F10 1 OTES N | OTES | 2,00E-06 | 40 | — | 40 80 160 | 1,0E-06
S | Fl11 2 OTES N | OTES | 2,00E-06 | 40 | — | 40 80 160 | 1,0E-06
S | F12 3 OTES N | OTES | 2,00E-06 | 40 | — | 40 80 160 | 1,0E-06
S| G1 1 OTES N | OTES | 2,00E-07 | 40 | — | 40 80 160 | 3,0E-07
S| G2 2 OTES N | OTES | 2,00E-07 | 40 | — | 40 80 160 | 3,0E-07
S| G3 3 OTES N | OTES | 2,00E-07 | 40 | — | 40 80 160 | 3,0E-07
S| G4 1 OTES N | OTES | 2,00E-08 | 40 | — | 40 80 160 | 1,0E-08
S| G5 2 OTES N | OTES | 2,00E-08 | 40 | — | 40 80 160 | 1,0E-08
S| G6 3 OTES N | OTES | 2,00E-08 | 40 | — | 40 80 160 | 1,0E-08
S| G7 1 OTES N | OTES | 2,00E-09 | 40 | — | 40 80 160 | 1,0E-09
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S G8 2 OTES N OTES | 2,00E-09 | 40 — 40 80 160 1,0E-09
S G9 3 OTES N OTES | 2,00E-09 | 40 — 40 80 160 1,0E-09
S G10 1 OTES N OTES | 2,00E-10 40 — 40 — 160 1,0E-10
S | Gl1 2 OTES N OTES | 2,00E-10 | 40 — 40 — 160 1,0E-10
S | Gl12 3 OTES N OTES | 2,00E-10 | 40 — 40 — 160 1,0E-10
S H1 1 Quente H H — — — 40 — 40 —
S H2 1 Quente H H — — — 40 — 40 —
S H3 1 Quente H H — — — 40 — 40 —
S H4 1 Quente H H — — — 40 — 40 —
S H5 1 Quente H H — — — 40 — 40 —
N Hé6 1 Quente H H — — — 40 — 40 —
S H7 1 Tampdo de con- BC BC — 40 80 40 — 160 —
trolo
S H8 1 Tampio de con- BC BC — 40 80 40 — 160 —
trolo
S H9 1 Tampdo de con- BC BC — 40 80 40 — 160 —
trolo
S H10 1 Tampio de con- BC BC — 40 80 40 — 160 —
trolo
S H11 1 Tampio de con- BC BC — 40 80 40 — 160 —
trolo
S H12 1 Tampio de con- BC BC — 40 80 40 — 160 —
trolo

Note-se que 0s pogos «quentes» estdo vazios durante a incubagdo.

cintilagio.

Os 40 pl sdo adicionados apenas para

contagem de



L 247/340 Jornal Oficial da Unido Europeia 26.9.2019
Configuragio do ensaio de ligacio competitiva
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P1 Al 1 Ligacdo total TB TBB1B1 — 40 — 40 80 160 —
P1 A2 2 Ligacdo total TB TB2 — 40 — 40 80 160 —
P1 A3 3 Ligagdo total TB TB3 — 40 — 40 80 160 —
P1 A4 1 Ligagdo total TB TB4 — 40 — 40 80 160 —
P1 A5 2 Ligacdo total TB TB5 — 40 — 40 80 160 —
P1 A6 3 Ligagdo total TB TB6 — 40 — 40 80 160 —
P1 A7 1 E2 frio (elevado) NSB SO 2,00E-06 40 — 40 80 160 1,0E-06
P1 A8 2 E2 frio (elevado) NSB SO 2,00E-06 40 — 40 80 160 1,0E-06
P1 A9 3 E2 frio (elevado) NSB SO 2,00E-06 40 — 40 80 160 1,0E-06
P1 A10 1 E2 frio (elevado) NSB SO 2,00E-06 40 — 40 80 160 1,0E-06
P1 All 2 E2 frio (elevado) NSB SO 2,00E-06 40 — 40 80 160 1,0E-06
P1 Al12 3 E2 frio (elevado) NSB SO 2,00E-06 40 — 40 80 160 1,0E-06
Pl Bl 1 Produto quimico em estudo 1 TC1 1 2,00E-03 40 0 40 80 160  1,0E-03
P1 B2 2 Produto quimico em estudo 1 TCl 1 2,00E-03 40 0 40 80 160 1,0E-03
P1 B3 3 Produto quimico em estudo 1 TC1 1 2,00E-03 40 0 40 80 160 1,0E-03
P1 B4 1 Produto quimico em estudo 1 TC1 2 2,00E-04 40 0 40 80 160 1,0E-04
Pl B5 2 Produto quimico em estudo 1 TC1 2 2,00E-04 40 0 40 80 160 1,0E-04
Pl B6 3 Produto quimico em estudo 1 TCl 2 2,00E-04 40 0 40 80 160 1,0E-04
Pl B7 1 Produto quimico em estudo 1 TC1 3 2,00E-05 40 0 40 80 160 1,0E-05
Pl B8 2 Produto quimico em estudo 1 TC1 3 2,00E-05 40 0 40 80 160 1,0E-05
P1 B9 3 Produto quimico em estudo 1 TCl 3 2,00E-05 40 0 40 80 160 1,0E-05
P1 BI10 1 Produto quimico em estudo 1 TC1 4 2,00E-06 40 0 40 80 160  1,0E-06
P1 B11 2 Produto quimico em estudo 1 TC1 4 2,00E-06 40 0 40 80 160 1,0E-06
P1 B12 3 Produto quimico em estudo 1 TC1 4 2,00E-06 40 0 40 80 160 1,0E-06
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Pl ClI 1 Produto quimico em estudo 1 TC1 5 2,00E-07 40 0 40 80 160 1,0E-07
Pl C2 2 Produto quimico em estudo 1 TCl 5 2,00E-07 40 0 40 80 160 1,0E-07
Pl (€3 3 Produto quimico em estudo 1 TC1 5 2,00E-07 40 0 40 80 160 1,0E-07
Pl C4 1 Produto quimico em estudo 1 TC1 6 2,00E-08 40 0 40 80 160 1,0E-08
Pl C5 2 Produto quimico em estudo 1 TC1 6 2,00E-08 40 0 40 80 160 1,0E-08
Pl C6 3 Produto quimico em estudo 1 TC1 6 2,00E-08 40 0 40 80 160  1,0E-08
Pl C7 1 Produto quimico em estudo 1 TC1 7 2,00E-09 40 0 40 80 160 1,0E-09
P1 C8 2 Produto quimico em estudo 1 TC1 7 2,00E-09 40 0 40 80 160 1,0E-09
Pl C9 3 Produto quimico em estudo 1 TC1 7 2,00E-09 40 0 40 80 160 1,0E-09
P1 CI0 1 Produto quimico em estudo 1 TC1 8 2,00E-10 40 0 40 80 160 1,0E-10
P1 Cl1 2 Produto quimico em estudo 1 TC1 8 2,00E-10 40 0 40 80 160 1,0E-10
P1 (C12 3 Produto quimico em estudo 1 TC1 8 2,00E-10 40 0 40 80 160 1,0E-10
P1 DIl 1 Produto quimico em estudo 2 TC2 1 2,00E-03 40 0 40 80 160 1,0E-03
Pl D2 2 Produto quimico em estudo 2 TC2 1 2,00E-03 40 0 40 80 160 1,0E-03
Pl D3 3 Produto quimico em estudo 2 TC2 1 2,00E-03 40 0 40 80 160 1,0E-03
Pl D4 1 Produto quimico em estudo 2 TC2 2 2,00E-04 40 0 40 80 160 1,0E-04
Pl D5 2 Produto quimico em estudo 2 TC2 2 2,00E-04 40 0 40 80 160 1,0E-04
Pl D6 3 Produto quimico em estudo 2 TC2 2 2,00E-04 40 0 40 80 160 1,0E-04
Pl D7 1 Produto quimico em estudo 2 TC2 3 2,00E-05 40 0 40 80 160 1,0E-05
P1 D8 2 Produto quimico em estudo 2 TC2 3 2,00E-05 40 0 40 80 160 1,0E-05
P1 D9 3 Produto quimico em estudo 2 TC2 3 2,00E-05 40 0 40 80 160 1,0E-05
Pl D10 1 Produto quimico em estudo 2 TC2 4 2,00E-06 40 0 40 80 160 1,0E-06
P1 D11 2 Produto quimico em estudo 2 TC2 4 2,00E-06 40 0 40 80 160 1,0E-06
P1 D12 3 Produto quimico em estudo 2 TC2 4 2,00E-06 40 0 40 80 160 1,0E-06
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Pl El1 1 Produto quimico em estudo 2 TC2 5 2,00E-07 40 0 40 80 160 1,0E-07
P1  E2 2 Produto quimico em estudo 2 TC2 5 2,00E-07 40 0 40 80 160 1,0E-07
P1  E3 3 Produto quimico em estudo 2 TC2 5 2,00E-07 40 0 40 80 160 1,0E-07
P1 E4 1 Produto quimico em estudo 2 TC2 6 — 40 0 40 80 160 1,0E-08
P1 E5 2 Produto quimico em estudo 2 TC2 6 — 40 0 40 80 160 1,0E-08
Pl E6 3 Produto quimico em estudo 2 TC2 6 — 40 0 40 80 160  1,0E-08
P1 E7 1 Produto quimico em estudo 2 TC2 7 2,00E-06 40 0 40 80 160 1,0E-09
P1 E8 2 Produto quimico em estudo 2 TC2 7 2,00E-06 40 0 40 80 160 1,0E-09
Pl E9 3 Produto quimico em estudo 2 TC2 7 2,00E-06 40 0 40 80 160 1,0E-09
P1 E10 1 Produto quimico em estudo 2 TC2 8 2,00E-06 40 0 40 80 160 1,0E-10
P1 E1l 2 Produto quimico em estudo 2 TC2 8 2,00E-06 40 0 40 80 160 1,0E-10
P1 EI12 3 Produto quimico em estudo 2 TC2 8 2,00E-06 40 0 40 80 160 1,0E-10
P1 F1 1 Produto quimico em estudo 3 TC3 1 2,00E-03 40 0 40 80 160 1,0E-03
Pl F2 2 Produto quimico em estudo 3 TC3 1 2,00E-03 40 0 40 80 160 1,0E-03
Pl F3 3 Produto quimico em estudo 3 TC3 1 2,00E-03 40 0 40 80 160 1,0E-03
Pl F4 1 Produto quimico em estudo 3 TC3 2 2,00E-04 40 0 40 80 160 1,0E-04
Pl F5 2 Produto quimico em estudo 3 TC3 2 2,00E-04 40 0 40 80 160 1,0E-04
Pl F6 3 Produto quimico em estudo 3 TC3 2 2,00E-04 40 0 40 80 160 1,0E-04
Pl F7 1 Produto quimico em estudo 3 TC3 3 2,00E-05 40 0 40 80 160 1,0E-05
Pl F8 2 Produto quimico em estudo 3 TC3 3 2,00E-05 40 0 40 80 160 1,0E-05
P1 F9 3 Produto quimico em estudo 3 TC3 3 2,00E-05 40 0 40 80 160 1,0E-05
Pl F10 1 Produto quimico em estudo 3 TC3 4 2,00E-06 40 0 40 80 160 1,0E-06
P1 F11 2 Produto quimico em estudo 3 TC3 4 2,00E-06 40 0 40 80 160 1,0E-06
P1 F12 3 Produto quimico em estudo 3 TC3 4 2,00E-06 40 0 40 80 160 1,0E-06
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Pl Gl 1 Produto quimico em estudo 3 TC3 5 2,00E-07 40 0 40 80 160 1,0E-07
Pl G2 2 Produto quimico em estudo 3 TC3 5 2,00E-07 40 0 40 80 160 1,0E-07
Pl G3 3 Produto quimico em estudo 3 TC3 5 2,00E-07 40 0 40 80 160 1,0E-07
Pl G4 1 Produto quimico em estudo 3 TC3 6 2,00E-08 40 0 40 80 160 1,0E-08
Pl G5 2 Produto quimico em estudo 3 TC3 6 2,00E-08 40 0 40 80 160 1,0E-08
Pl G6 3 Produto quimico em estudo 3 TC3 6 2,00E-08 40 0 40 80 160 1,0E-08
Pl G7 1 Produto quimico em estudo 3 TC3 7 2,00E-09 40 0 40 80 160 1,0E-09
P1 G8 2 Produto quimico em estudo 3 TC3 7 2,00E-09 40 0 40 80 160 1,0E-09
P1 G9 3 Produto quimico em estudo 3 TC3 7 2,00E-09 40 0 40 80 160 1,0E-09
Pl G10 1 Produto quimico em estudo 3 TC3 8 2,00E-10 40 0 40 80 160 1,0E-10
P1 Gl1 2 Produto quimico em estudo 3 TC3 8 2,00E-10 40 0 40 80 160 1,0E-10
P1 G12 3 Produto quimico em estudo 3 TC3 8 2,00E-10 40 0 40 80 160 1,0E-10
P1 H1 1 Noretinodrel NE ICsq 40 0 40 80 160
P1 H2 2 Noretinodrel NE ICsq 40 0 40 80 160
P1 H3 3 Noretinodrel NE ICsq 40 0 40 80 160
P1 H4 1 Noretinodrel NE 1,00E-4,5 40 0 40 80 160
P1 H5 2 Noretinodrel NE 1,00E-4,5 40 0 40 80 160
P1 Hé6 3 Noretinodrel NE 1,00E-4,5 40 0 40 80 160
Pl H7 1 E2 S frio IC5, 40 0 40 80 160
P1 H8 2 E2 S frio ICsq 40 0 40 80 160
P1 H9 3 E2 S frio ICsq 40 0 40 80 160
P1 HIO 1 E2 S frio 1,00E-7 40 0 40 80 160
P1 H11 2 E2 S frio 1,00E-7 40 0 40 80 160
P1 HI12 3 E2 S frio 1,00E-7 40 0 40 80 160
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Apéndice 3

ENSAIO IN VITRO DO LIGACAO AO RECETOR DO ESTROGENIO COM RECURSO A UMA PROTEINA DE DOMINIO DE LIGACAO
DO LIGANDO ERa RECOMBINANTE HUMANA DO CHEMICAL EVALUATION AND RESEARCH INSTITUTE (CERI)

CONSIDERACOES INICIAIS E LIMITACOES (VER TAMBEM INTRODUGCAO GERAL)

1. Este ensaio in vitro de ligagio por saturacio e competitiva ao recetor estrogénico utiliza um dominio de ligagio do
ligando (LBD) do ERa humano (hrERa). Este modelo de proteina foi produzido pelo Chemicals Evaluation Research
Institute (CERI), no Japdo, existe como proteina de fusdo da glutationa-S-transferase (GST) e é expressa em Escherichia
coli. O protocolo CERI foi objeto de um estudo internacional de validacdo em vérios laboratérios (2) que demonstrou
a sua adequacio e fiabilidade para o fim a que se destina o ensaio.

2. Este ensaio é um procedimento de andlise para identificagio de substancias suscetiveis de se ligar ao hrERa. E
utilizado para determinar a capacidade de um produto quimico em estudo para competir com o 17-estradiol
pela ligagdo ao hrERa-LBD. Os resultados quantitativos do ensaio podem incluir o ICs, (uma medicdo da concen-
tracdo do produto quimico em estudo necessaria para deslocar metade do [*H]17f-estradiol do hrERa) e as afinidades
de ligacio relativas dos produtos quimicos em estudo para o hrERa em comparagdo com o 17f-estradiol. Para fins de
analise quimica, os resultados qualitativos de ensaios aceitiveis podem incluir classificagdes produtos quimicos em
estudo como ligantes ou ndo ligantes do hrERa, ou como inconclusivos com base nos critérios descritos para as
curvas de ligagdo.

3. O ensaio utiliza ligandos radioativos que requerem que o laboratério possua uma licenca para materiais radioativos.
Todos os procedimentos com radioisotopos e produtos quimicos perigosos devem seguir a regulamentagio e os
procedimentos previstos na legislacio nacional.

4. As secgdes AINTRODUCAO GERAL> e <COMPONENTES DO ENSAIO DE LIGACAO DO hrER» devem ser
lidas antes de o presente ensaio ser utilizado para fins normativos. As defini¢des e abreviaturas utilizadas no presente
método de ensaio sio descritas no apéndice 1.

PRINCIPIOS DO ENSAIO (VER TAMBEM INTRODUCAO GERAL)

5. O ensaio de ligacdo ao hrERa mede a capacidade de um ligando com marcagio radioativa ([*H]17p-estradiol) para se
ligar com o ER na presenca de concentragdes crescentes de um produto quimico em estudo (concorrente). Os
produtos quimicos em estudo que possuem uma elevada afinidade para o ER competem com o ligando com
marcacdo radioativa a uma concentragdio mais baixa comparativamente com os produtos quimicos com menor
afinidade para o recetor.

6. O presente ensaio é composto por dois componentes principais: uma experiéncia de ligantes por saturacdo com vista
a caracterizar os parametros da interacio recetor-ligando, seguida de uma experiéncia de ligantes competitivos que
caracteriza a concorréncia entre um produto quimico em estudo e um ligando com marcacio radioativa para ligagdo
ao ER.

7. O objetivo da experiéncia de ligagdo por saturagdo ¢ caracterizar um determinado lote de recetores relativamente a
sua afinidade de ligagdo e niimero de recetores em preparacio para a realizacdo da experiéncia de ligacio compe-
titiva. A experiéncia de ligacdo por saturacio mede, em condic¢des de equilibrio, a afinidade de uma concentragio fixa
do recetor de estrogénio com o seu ligando natural (representado pela constante de dissociagdo, Kd) e a concentragdo

de pontos de recetores ativos (B, )

8. A experiéncia de ligagio competitiva mede a afinidade de uma substancia para competir com o ([*H]17p-estradiol)
pela ligagdo ao ER. A afinidade é quantificada pela concentragio do produto quimico em estudo que, em equilibrio,
inibe 50 % do ligante especifico do ([*H]17B-estradiol (designada «concentracdo inibidora 50 %» ou «Csp). A
afinidade pode igualmente ser avaliada através da afinidade de ligacdo relativa (RBA, em relacio a ICs, do estradiol,
medida separadamente na mesma série de ensaios). A experiéncia de ligagio competitiva mede a ligagio do ([*H]17p-
-estradiol) a uma concentracio fixa na presenca de uma vasta gama de concentragdes (oito ordens de grandeza) do
produto quimico em estudo. Os dados sio, entdo, ajustados, na medida do possivel, a uma forma da equagio de Hill
(Hill, 1910) que descreve o deslocamento do ligando radioativo através de um ligante concorrente num ponto. A
extensio do deslocagio do estradiol com marcacio radioativa em equilibrio é utilizada para caracterizar o produto
quimico em estudo como ligante, ndo ligante ou inconclusivo.
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PROCEDIMENTO
Demonstracio do desempenho proteico aceitivel do hrERa

9. Antes de realizar rotineiramente os ensaios de ligagdo por saturagdo e de ligagdo competitiva, deve verificar-se se cada
novo lote de hrERa tem um desempenho correto no laboratério em que serd usado. Para demonstrar esse desempe-
nho, deve ser utilizado um processo em duas etapas:

— Realizagio de um ensaio de ligagio por saturacio [*H]17B-estradiol para demonstrar a especificidade e a
saturacio do hrERa. A andlise de regressio ndo linear de tais dados (por exemplo, BioSoft; McPherson, 1985;
Motulsky, 1995) e a subsequente equagdo de Scatchard devem documentar a afinidade de ligagdo do hrERa com
o [’H]17p-estradiol (Kd) e o ntimero de recetores (B,,;,) de cada lote de hrERa.

— Realizar um ensaio de ligagdo competitiva com recurso as substancias de controlo [estrogénio de referéncia (17-
-estradiol)], um ligante fraco (por exemplo, noretinodrel ou norentinodrona), e um néo ligante (octiltrietoxissilano,
OTES). Cada laboratério deve estabelecer uma base de dados histérica para documentar a coeréncia do ICs; e os
valores relevantes para os estrogénios de referéncia e de um ligante fraco entre as experiéncias e os diferentes
lotes de hrERa. Além disso, os pardmetros das curvas de ligacdo competitiva para as substincias de controlo
devem situar-se dentro dos limites do intervalo de confianga de 95 % (ver quadro 1) que foram desenvolvidos
com recurso a dados de laboratérios que participaram no estudo de validagdo deste ensaio (2).

Quadro 1

Critérios de desempenho desenvolvidos para os estrogénios de referéncia e para o ligante fraco, ensaio de
ligacio de hrER do CERI

Intervalos de confianca de 95 % (%)
Substancia Parametro Média (9): Desvio-padrio (n)
Limite inferior Limite superior
17B-estradiol Topo 104,74 13,12 (70) 101,6 107,9
Base 0,85 2,41 (70) 0,28 1,43
Curva de Hill -1,22 0,20 (70) -1,27 -1,17
log(ICso) -8,93 0,23 (70) -8,98 -8,87
Noretinodrel Topo 101,31 10,55 (68) 98,76 103,90
Base 2,39 5,01 (68) 1,18 3,60
Curva de Hill -1,04 0,21 (68) -1,09 -0,99
log(ICs) -6,19 0,40 (68) -6,29 -6,10
Noretindrona () Topo 92,27 7,79 (23) 88,90 95,63
Base 16,52 10,59 (23) 11,94 21,10
Curva de Hill -1,18 0,32 (23) -1,31 -1,04
log(ICs0) -6,01 0,54 (23) -6,25 -5,78

(") O desvio-padrdo médio com (dimensdo da amostra n) foi calculado utilizando estimativas ajustadas da curva (equagdo de 4 dos
pardmetros de Hill) para séries de ensaios de controlo realizados em quatro laboratérios durante o estudo de validacio (ver
anexo N da referéncia 2).

(°) A confianca de 95 % é fornecida como orientacdo para os critérios de aceitabilidade.

(9 O ensaio de noretindrona era facultativo para a subtarefa 4 durante o estudo de validacdo (ver referéncia bibliografica 2, ver
subtarefa 4). Por conseguinte, a média +DP (n) foi calculada utilizando estimativas ajustadas da curva (equagdo de 4 pardmetros
de Hill) para séries de ensaios de controlo realizadas em dois laboratérios.

A gama do IC;, depende do Kd da preparagdo do recetor e da concentracdo de ligando com marcacdo radioativa utilizada em
cada laboratério. Admite-se um ajustamento adequado da gama do ICs5, com base nas condi¢des de realizagdo do ensaio.
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Demonstragio da competéncia técnica do laboratério

10. Os pontos 17 e 18 e o quadro 2 da seccio <COMPONENTES DA ENSAIO DE LIGACAO DO hrER> do presente
método de ensaio. Cada ensaio (ligagdo por saturacdo e ligagdo competitiva) deve ser constituido por trés séries de
ensaios independentes (ou seja, diluigdes de recetor, produtos quimicos e reagentes) em dias diferentes, devendo cada
série conter trés replicados.

Determinacio do da concentracio do recetor (hrERa)

11. A concentragdo do recetor ativo varia ligeiramente em fungdo do lote e das condigbes de armazenagem. Por esta
razdo, deve determinar-se a concentracio do recetor ativo recebida do fornecedor. Obtém-se, assim, a concentracio
adequada do recetor ativo no momento da série de ensaios.

12. Em condicdes correspondentes a ligacio competitiva (0,5 nM [*H]-estradiol), as concentragdes nominais de recetor de
0,1,0,2, 0,4 e 1 nM devem ser incubadas na auséncia (ligagio total) e na presenca (ligacdo ndo especifica) de 1 uM
de estradiol ndo marcado. A ligacio especifica, calculada como a diferencga entre a ligagdo total e a ligagdo inespe-
cifica, faz-se corresponder a concentragio nominal do recetor. A concentragdo do recetor que der valores de ligagdo
especificos correspondentes a 40 % da marcagdo radioativa adicionada estd relacionada com a concentragio de
recetor correspondente, devendo esta concentracdo ser utilizada para as experiéncias de saturagio e de ligagdo
competitiva. Frequentemente, uma concentragdo final de hrER de 0,2 nM satisfaz esta condigdo.

13. Se o critério dos 40 % ndo puder, repetidamente, ser satisfeito, o procedimento experimental deve ser verificado para
detecdo de eventuais erros. O incumprimento do critério dos 40 % pode indicar que hd muito pouco recetor ativo no
lote recombinante, caso em que deve ser considerada a utilizacdo de outro lote de recetores.

Ensaio de saturacio

14. Devem ser avaliadas em triplicado oito concentragdes crescentes de [*H]17f-estradiol, nas trés condides seguintes
(ver quadro 2):

a. Auséncia de 17f-estradiol ndo marcado e presenga de ER. Esta é a determinacio da ligagdo total por medida da
radioatividade nos pogos que apenas tém 0,5 nM [*H]17B-estradiol.

b. Presenca de uma concentracdo excessiva (2000 vezes superior) de 17f-estradiol ndo marcado em relagio ao 176-
-estradiol marcado e presenca de ER. O objetivo desta condigdo ¢ saturar os pontos de ligagdo ativos com 17f-
-estradiol ndo marcado e, mediante a medi¢do da radioatividade nos pogos, determinar a ligagdo ndo especifica.
Qualquer estradiol quente remanescente que possa ligar-se ao recetor é considerado ligante a um ponto nio
especifico, dado que o estradiol frio deve estar numa concentragio tdo elevada que se liga a todos os pontos
disponiveis no recetor.

¢. Auséncia de 17f-estradiol ndo marcado e auséncia de ER (determinagio da radioatividade total)

Preparagiio de solugdes de [*H]17[-estradiol, de 17B-estradiol ndo marcado e de hrERa

15. Deve preparar-se uma solugdo de 40 nM de [*H]17p-estradiol a partir de uma solucio de 1 pM de [*H]17p-estradiol
em DMSO, adicionando DMSO (para preparar 200 nM) e tampdo a temperatura ambiente (para preparar 40 nM).
Usando esta solugio de 40 nM, a série de diluicdes preparadas do [*H]17B-estradiol, que variam entre 0,313 nM e
40 nM, com tampdo de ensaio a temperatura ambiente (conforme representado na coluna 12 do quadro 2). As
concentragdes finais do ensaio, de 0,0313 a 4,0 nM, serdo obtidas mediante a adi¢io de 10 pl destas solucdes aos
respetivos pogos de uma placa de microtitulagio com 96 pogos (ver quadros 2 e 3). A preparagio do tampdo de
ensaio, calculo da solugdo original do [*H]17f-estradiol baseada na sua atividade especifica, a preparagio de diluiges
e a determinacdo das concentracdes estio descritas em pormenor no protocolo de CERI (2).
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16. As dilui¢des de solugdes de 17f-estradiol devem ser preparadas a partir de uma solugdo de 1 nM 17f-estradiol por
adi¢do de tampdo de ensaio, a fim de se obter oito concentragdes crescentes, compreendidas, inicialmente, entre
0,625 M e 80 puM. As concentracdes finais do ensaio, de 0,0625 to 8 nM, serdo obtidas mediante a adigdo de 10 pl
destas solugdes aos respetivos pogos de uma placa de microtitulagdio com 96 pogos especifica para a medicdo da
ligagdo ndo especifica (ver quadros 2 e 3). A preparacdo das dilui¢des ndo marcadas de 17f-estradiol é descrita em
pormenor no protocolo do CERI (2).

17.

18.

Deve usar-se a concentragio do recetor que dé uma ligagdo especifica de 4010 % (ver os pontos 12 e 13). A
solugdo de hrERa deve ser preparada com tampdo de ensaio gelado imediatamente antes do uso, ou seja, depois de

terem sido preparados todos os pogos para ligagdo total, ligagdo ndo especifica e ligandos.

As placas de microtitulagio de 96 pogos sio preparadas de acordo com o quadro 2, com 3 replicados por
concentragio de [*H]17p-estradiol. O quadro 3 apresenta exemplos da distribuicio de volumes do [*H]17p-estradiol,
17p-estradiol ndo marcado, tampdo e recetor.

Quadro 2

Configuracio da placa de microtitulacio no ensaio de ligagio por saturagio

10 2( 309

400 | 50 6(

709 8(")

90

10

11 (%)

12 (%)

Para medicdo de TB

Para medi¢do de NSB

Apenas para determina-

Dilui¢des de

Diluigdes  de

¢do do ligando quente E2 ndo rotu- | PH]E2  para
ladas para as | as colunas de
colunas  de | placas 1-9
placas 4-6
A | 0,0313 nM [’H] E2+ ER | 0,0313 nM [*H] E2+ 0,0313 nM 0,625 pM | 0,313 nM
0,0625 pM E2+ ER
B | 0,0625 nM [*H] E2+ ER | 0,0625 nM [*H] E2+ 0,0625 nM 1,25 uM 0,625 nM
0,125 uM E2+ ER
C | 30,125 nM [’H] E2+ ER | 0,125 nM [*H] E2+ 0,125 nM 2,5 uM 1,25 nM
0,25 uM E2+ ER
D 0,250 nM [’H] E2+ ER | 0,250 nM [*H] E2+ 0,5 0,250 nM 5 uM 2,5 nM
uM E2+ ER
E 0,50 nM [’H] E2+ ER | 0,50 nM [H] E2+ 1 uM 0,50 nM 10 uM 5 nM
E2+ ER
F 1,00 nM [’H] E2+ ER | 1,00 nM [’H] E2+ 2 uM 1,00 nM 20 yM 10 nM
E2+ ER
G 2,00 nM [*H] E2+ ER | 2,00 nM [*H] E2+ 4 uM 2,00 nM 40 uM 20 nM
E2+ ER
H 4,00 nM [*H] E2+ ER | 4,00 nM [*H] E2+ 8 uM 4,00 nM 80 pM 40 nM

E2+ ER

TB: ligagdo total

NSB: ligagdo nio especifica
[’H] E2: [*H]17p-estradiol

E2: 17f-estradiol ndo marcado

(*) As concentragdes indicadas neste caso sdo as concentragdes finais em cada poco.
(™) As diluigdes de E2 e [*H]E2 nio marcados podem ser preparadas numa placa diferente.
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Quadro 3
Volumes de reagente para a placa de microtitulagio para saturacio
Nimero da coluna 1 2 3 4 5 6 7 8 (" 9 (%
Etapas de preparagio Pocos TB Pocos NSB Apenas ligando
Volume dos componen- Tampio 60 pl 50 pl 90 pl

tes para os pocos de
reagio acima e ordem

de adicio E2 ndo marcado da — 10 l .
coluna 11 do qua-
dro 2
[3H] E2 da coluna 10 pl 10 pl 10 4l

12 do quadro 2

hrERa 30 pl 30 pl -
Volume total de reagio 100 pl 100 ul 100 ul
Incubagio REACAO APOS 2 HORAS DE INCUBA- | Quantificacdo da radioati-
CAO vidade imediatamente apds
a preparagdo. Sem incuba-
¢do
Tratamento com 0,4 % DCC Sim Sim N.°
Volume de 0,4 % DCC 100 pl 100 pl -
Filtragdo Sim Sim N.°
MEDICAO DO DPMS
Quantificacio do volume adicionado ao cock- 100 pl (*4 100 wl (*4) 50 pl

tail de cintilagio

(*) Se um LSC para microplacas for utilizado para medicdo de dpms, ndo é adequado preparar o ligando quente isolado na mesma placa de
ensaio dos pocos de TB e NSB. O ligando quente isolado deve ser preparado numa placa diferente.

(**) Se a centrifugacdo for utilizada para separar o DCC, 50 pl do sobrenadante devem ser medidos pelo LSC, a fim de evitar a contaminagio
do DCC.

19. As placas de microtitulagdo para determinagdo da ligagdo total e ndo especificas devem ser incubadas a temperatura
ambiente (22 °C a 28 °C) durante duas horas.

Medigio da ligacio do [H]17B-estradiol 4 hrERa

20. Apés o perfodo de incubagio de duas horas o [3H]17B-estradiol ligado ao hrERa deve ser separada do [*H]17-
-estradiol livre pela adi¢do de 100 pl de uma suspensdo em gelo frio de 0,4 % DCC aos pocos. As placas devem entdo
ser colocadas em gelo durante 10 minutos, devendo a mistura de reagdo e a suspensdo de DCC ser filtradas por meio
de transferéncia para um filtro de placas de microtitulacdo, para remover o DCC. Adicionar depois 100 ul do filtrado
ao fluido de cintilagdo em frascos de LSC para determinagdo da desintegragio por minuto (dpms) e por frasco por
contagem da cintilagdo em meio liquido.

21. Em alternativa, se ndo estiver disponivel um filtro de microplacas, a extracio do DCC pode ser feita por centrifu-
gacdo. Para evitar qualquer contamina¢do dos pogos por contacto com o DCC, 50 pl do sobrenadante contendo
[PH]17p-estradiol ligado ao hrERa devem ser retirados com extremo cuidado.
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22. O ligando quente isolado é usado para determinar a desintegragio por minuto (dpm) do [*H]17f-estradiol adicio-
nado aos pocos. A radioatividade deve ser quantificada imediatamente apés a preparagdo. Estes pocos ndo devem ser
incubados e ndo devem ser tratados com a suspensio DCC, mas o seu conteiido deve ser diretamente adicionado ao
fluido de cintilagdo. Estas medidas demonstram quanto [*H]17p-estradiol em foi adicionado a cada conjunto de
pogos para a ligagdo total e para a ligacdo ndo especifica.

Ensaio de ligacio competitiva

23. O ensaio de ligagio competitiva mede a ligacio de uma tnica concentracio de [*H]17f-estradiol na presenga de
concentragdes crescentes de um produto quimico em estudo. Devem utilizar-se trés replicados paralelos de cada
concentragio numa mesma série de ensaios. Além disso, devem efetuar-se trés ensaios ndo paralelos para cada
produto quimico ensaiado. O ensaio deve ser configurado com uma ou virias placas de microtitulagio de 96 pogos.

Controlos

24. Durante a realizacdo do ensaio, devem ser incluidos em cada experiéncia o solvente e os controlos paralelos (isto é,
estrogénios de referéncia, ligante fraco e ndo ligante). As curvas de concentragdo inteiras para os estrogénios e os
controlos de referéncia (por exemplo, ligante fraco e ndo ligante) de