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Anexo — Parte 2/2

B.71 ENSAIOS DE SENSIBILIZACAO CUTANEA IN VITRO RESPEITANTES A
EVENTOS ESSENCIAIS DE ATIVACAO DAS CELULAS DENDRITICAS NA VIA
DETERMINANTE DOS EFEITOS NOCIVOS PARA A SENSIBILIZACAO CUTANEA

INTRODUCAO GERAL

Método de ensaio baseado no evento essencial relativo a ativacao das células dendriticas

1.

Um sensibilizante cutdneo ¢ uma substancia que provoca uma reaciao alérgica apoés
contacto com a pele, conforme definido pelo Sistema Mundial Harmonizado de
Classificacdo e Rotulagem de Produtos Quimicos das Nagdes Unidas (GHS da ONU) (1) e
o Regulamento (UE) n.° 1272/2008 relativo a classificagdo, rotulagem e embalagem de
substancias e misturas (CLP)'. Existe consenso quanto aos principais eventos bioldgicos
subjacentes a sensibilizacdo cutdnea. Os conhecimentos atuais sobre os mecanismos
quimicos e bioldgicos associados a sensibiliza¢do cutanea foram sintetizados na forma de
uma via determinante dos efeitos nocivos (AOP — Adverse Outcome Pathway) no ambito
do programa AOP da OCDE (2), desde o evento molecular iniciador, passando pelos
eventos intermédios, até ao efeito nocivo, designadamente a dermatite alérgica de contacto.
Neste caso, o evento molecular iniciador (isto €, o primeiro evento essencial) € a ligagao
covalente das substancias eletrofilas aos centros nucledfilos das proteinas da pele. O
segundo evento essencial nesta AOP tem lugar nos queratindcitos e inclui respostas
inflamatorias, bem como variagdes na expressao de genes associadas a vias de sinalizacao
celular especificas, como as vias dependentes do elemento de resposta
antioxidante/eletrofilo (ARE — Antioxidant Response Element). O terceiro evento
essencial € a ativagdo das células dendriticas, normalmente avaliada com base na expressao
de marcadores especificos da superficie celular (quimocinas e citocinas). O quarto evento
essencial consiste na ativacao e na proliferagdo de células T, que ¢ avaliada indiretamente
no ensaio de ganglios linfaticos locais com murideos (LLNA — Local Lymph Node Assay)

3).

! Regulamento (CE) n.° 1272/2008 do Parlamento Europeu € do Conselho, de 16 de dezembro de 2008, relativo a
classificagdo, rotulagem e embalagem de substincias e misturas, que altera e revoga as Diretivas 67/548/CEE e
1999/45/CE, e altera o Regulamento (CE) n.° 1907/2006 (JO L 353/1 de 31.12.2008, p. 1).
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2. O presente método de ensaio ¢ equivalente a orientagao de ensaio (TG — Test Guideline)
442E (2017) da OCDE. Descreve os ensaios in vitro respeitantes aos mecanismos descritos
no evento essencial relativo a ativacao das células dendriticas na AOP para a sensibilizagao
cutanea (2). O método de ensaio inclui ensaios para apoiar a discriminagdo entre
sensibilizantes e ndo sensibilizantes cutaneos, em conformidade com o GHS da ONU e
com o CLP.

Os ensaios descritos no presente método de ensaio sdo os seguintes:

- Teste de ativacao da linha celular humana (h-CLAT)
- Teste de ativagdo da linha celular U937 (U-SENS™)
- Ensaio por gene reporter da interleucina-8 (ensaio IL-8 Luc)

3. Os ensaios incluidos no presente método e as orientacdes de ensaio da OCDE
correspondentes podem diferir em relagdo ao procedimento utilizado para gerar os dados e
efetuar as medi¢des, mas podem ser utilizados indiscriminadamente para satisfazer as
exigéncias dos paises quanto aos resultados dos ensaios sobre o evento essencial de
ativacdo das células dendriticas na AOP para a sensibilizagdo cutinea, beneficiando
simultaneamente da aceitagao mutua de dados da OCDE.

Antecedentes e principios dos ensaios incluidos no método de ensaio baseado nos eventos
essenciais

4. Tradicionalmente, a determinacao da sensibiliza¢do cutanea implica o recurso a animais de
laboratorio. Os métodos cldssicos que utilizam porquinhos-da-india — ensaio de
maximizacdo com porquinhos-da-india (GMPT) de Magnusson e Kligman e ensaio de
Buehler (TM B.6) (4) — avaliam as fases de indug¢do e de desencadeamento da
sensibilizacdo cutanea. Vulgarizaram-se também os ensaios com murideos, o LLNA (TM
B.42) (3) e duas alteragdes deste sem recurso a isotopos radioativos — LLNA: DA (TM
B.50) (5) e LLNA: BrdU-ELISA (TM B.51) (6) —, que determinam exclusivamente a
resposta indutiva, uma vez que apresentam vantagem em relagdo aos ensaios com
porquinhos-da-india no tocante ao bem-estar animal e proporcionam uma medic¢ao objetiva
da fase de indugao da sensibilizagdo cutanea.

5. Mais recentemente, foram adotados métodos de ensaio de tipo mecanistico in chemico € in
vitro respeitantes ao primeiro evento essencial (TM B.59; ensaio de reatividade direta de
péptidos (7)) e ao segundo evento essencial [TM B.60; método ARE-Nrf2 luciferase (8)]
da AOP de sensibilizagdo cutinea, a fim de contribuir para a avaliacdo do potencial de
perigo de sensibiliza¢do cutdnea dos produtos quimicos.
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6. Os ensaios descritos no presente método de ensaio permitem quantificar quer as variagoes
na expressao do(s) marcador(es) da superficie celular associada(s) ao processo de ativagao
dos mondcitos e das células dendriticas apos a exposi¢do a um sensibilizante (por exemplo,
CD54, CD86), quer as variagdes na expressdao da IL-8, uma citocina associada a ativagdo
das células dendriticas. Existem referéncias de que os sensibilizantes cutaneos induzem a
expressdo de marcadores da membrana celular, nomeadamente CD40, CD54, CD80, CD83
e CD86, para além de induzirem citocinas pro-inflamatorias, tais como a IL-1p e a TNF-a,
e varias quimocinas, entre as quais a IL-8 (CXCL8) e a CCL3 (9) (10) (11) (12),
associados a ativacao das células dendriticas (2).

7. No entanto, como a ativagdo das células dendriticas representa apenas um evento essencial
da AOP de sensibilizacdo cutanea (2) (13), as informagdes geradas pelos ensaios que
medem unicamente os marcadores da ativagdo das células dendriticas podem nao bastar
para concluir a existéncia ou auséncia de potencial de sensibilizacao cutanea dos produtos
quimicos. Por conseguinte, propdem-se os dados gerados com os ensaios descritos no
presente método de ensaio para ajudar a distinguir os sensibilizantes (ou seja, categoria 1
do GHS da ONU/CLP) dos ndo sensibilizantes cutaneos utilizados no ambito das
abordagens integradas de ensaio e avaliagdo (IATA — Integrated Approaches to Testing
and Assessment), juntamente com outras informag¢des complementares decorrentes, por
exemplo, de ensaios in vitro respeitantes a outros eventos essenciais da AOP de
sensibilizacdo cutidnea, bem como métodos sem ensaios, nomeadamente a interpolagdo
com base em dados relativos a produtos quimicos analogos (13). Encontram-se na
literatura exemplos de utilizagdo dos dados obtidos com estes ensaios no ambito de
abordagens definidas — ou seja, abordagens normalizadas no que diz respeito ao conjunto
de fontes de informagdo utilizadas e aos procedimentos de andlise dos dados para efeitos
de previsao (13) —, que podem ser elementos uteis no ambito das IATA.

8. Os ensaios descritos no presente método nao podem ser utilizados isoladamente, nem para
classificar os sensibilizantes cutaneos nas subcategorias 1A e 1B do GHS da ONU/CLP
pelas autoridades responsaveis pela aplicagdo destas duas subcategorias facultativas, nem
para prever o potencial de sensibilizacdo no contexto de avaliagdes de seguranga. Todavia,
consoante o quadro regulamentar, os resultados positivos obtidos com estes métodos
podem ser utilizados isoladamente para classificar um produto quimico na categoria 1 do
GHS da ONU/CLP.
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9. No presente método de ensaio, o termo «produto quimico em estudo» designa o produto
que ¢é objeto do ensaio! e ndo as substdncias monocomponentes, substincias
multicomponentes e/ou misturas as quais os métodos sejam aplicaveis. Atualmente,
dispoe-se de informagdes limitadas sobre a aplicabilidade dos ensaios a substincias
multicomponentes/misturas (14) (15). Os ensaios sdo, porém, tecnicamente aplicaveis ao
ensaio de substancias multicomponentes e misturas. Contudo, antes da aplicacdo do
presente método de ensaio a uma mistura para se obterem dados para efeitos
regulamentares, importa ponderar se — e, em caso afirmativo, por que motivo — o método
pode proporcionar resultados adequados para o efeito?. Tais consideragdes ndo sdo
necessarias se houver um requisito regulamentar para o ensaio da mistura. Acresce que, no
caso de ensaios de substancias multicomponentes ou de misturas, deve ser tida em conta a
possivel interferéncia de componentes citotéxicos com as respostas observadas.

! Em junho de 2013, na Reunifo Conjunta da OCDE, foi decidido que, sempre que possivel, devera ser
aplicada uma utilizagdo mais coerente do termo «produto quimico em estudo», descrevendo o produto que ¢
objeto do ensaio em orientagdes de ensaio novas e atualizadas da OCDE.

2 Esta frase foi proposta e aprovada na reunido do WNT de abril de 2014
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Apéndice 1

SENSIBILIZACAO CUTANEA IN VITRO: TESTE DE ATIVACAO DA LINHA CELULAR
HUMANA (H-CLAT)

CONSIDERACOES INICIAIS E LIMITACOES

1.

O método de ensaio h-CLAT permite quantificar as variagdes na expressao dos marcadores
da superficie celular associadas ao processo de ativagdo dos monocitos e das células
dendriticas (ou seja, CD86 e CD54), na linha celular da leucemia monocitica humana
THP-1, apds a exposicdo a sensibilizantes (1) (2). Os niveis de expressdo medidos para os
marcadores da superficie celular CD86 e CD54 s3o, em seguida, utilizados para ajudar a
distinguir os sensibilizantes dos ndo sensibilizantes cutaneos.

O método de ensaio h-CLAT foi avaliado num estudo de validacdo coordenado pelo
Laboratorio de Referéncia da Unido Europeia para as Alternativas a Experimentacdo em
Animais (EURL ECVAM), seguido de uma andlise independente por pares do Comité
Cientifico Consultivo do EURL ECVAM (ESAC). Tendo em conta todos os dados
disponiveis e os contributos das entidades reguladoras e das partes interessadas, o método
foi recomendado pelo EURL ECVAM (3) para utilizagdo no ambito de uma IATA, com o
objetivo de ajudar a distinguir os sensibilizantes dos ndo sensibilizantes para efeitos de
classificagdo e rotulagem de perigos. As referéncias bibliograficas contém exemplos da
utilizagdo de dados h-CLAT combinados com outras informagdes (4) (5) (6) (7) (8) (9)

(10) (11).

. O método de ensaio h-CLAT demonstrou ser transferivel para laboratérios com

experiéncia em técnicas de cultura celular e andlise por citometria de fluxo. O nivel de
reprodutibilidade esperado das previsdes decorrentes do ensaio ¢ da ordem dos 80 %, tanto
intralaboratorial como interlaboratorial (3) (12). Os resultados do estudo de validagdo (13)
e de outros estudos publicados (14) indicam, em termos gerais, que, comparativamente
com os resultados obtidos pelo método LLNA, a precisdo na distingdo entre sensibilizantes
cutaneos (cat. 1 do GHS da ONU/CLP) e nao sensibilizantes ¢ de 85 % (N=142), com uma
sensibilidade de 93 % (94/101) e uma especificidade de 66 % (27/41), a partir de uma nova
analise do EURL ECVAM (12), tendo em conta todos os dados existentes, mas excluindo
os resultados negativos obtidos para produtos quimicos com coeficiente de parti¢do
octanol-agua (log P) superior a 3.5, conforme descrito no ponto 4. E mais provavel que os
falsos resultados negativos nas previsoes efetuadas com o método h-CLAT digam respeito
a produtos quimicos com potencial de sensibilizacio cutdnea baixo a moderado
(subcategoria 1B do GHS da ONU/CLP) do que a produtos quimicos com um potencial de
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sensibilizacdao cutanea elevado (subcategoria 1A do GHS da ONU/CLP) (4) (13) (15). No
seu conjunto, estas informacdes demonstram a utilidade do método h-CLAT para a
identificacdo dos perigos de sensibilizacdo cutanea. No entanto, os valores relativos a
precisao do método de ensaio h-CLAT utilizado isoladamente sdo meramente indicativos,
uma vez que este método deve ser combinado com outras fontes de informagdo no
contexto de uma IATA e em conformidade com o disposto nos pontos 7 ¢ 8 da Introdugdo
Geral. Além disso, na avaliacdo de métodos de estudo da sensibilizacdo cutidnea que nao
utilizem animais, deve ter-se em mente que o método LLNA, tal como outros ensaios que
utilizam animais, pode nao refletir de forma adequada a situagao no ser humano.

Os dados atualmente disponiveis demonstram que o método h-CLAT ¢ aplicavel a
produtos quimicos em estudo que abrangem uma grande diversidade de grupos funcionais
organicos, mecanismos de reagdo, poténcias de sensibilizagdo cutdnea (determinadas em
estudos in vivo) e propriedades fisico-quimicas (3) (14) (15). O método ¢ aplicavel a
produtos quimicos soliveis ou que formem uma dispersdo estdvel — ou seja, um coloide ou
uma suspensdo em que o produto em estudo ndo se deposite nem se separe do
solvente/veiculo formando diferentes fases — num solvente/veiculo adequado (ver ponto
14). Os produtos quimicos com log P superior a 3,5 tendem a produzir resultados negativos
falsos (14). Por conseguinte, os resultados negativos obtidos com produtos quimicos em
estudo que apresentem um log P superior a 3,5 ndo devem ser tidos em conta. No entanto,
os resultados positivos obtidos com produtos quimicos em estudo que apresentem um log P
superior a 3,5 poderdo ser utilizados para ajudar a identificar o produto quimico em estudo
como sensibilizante cutaneo. Além disso, devido a limitada capacidade metabdlica da linha
celular utilizada (16) e as condi¢des experimentais, os pro-haptenos (substincias que
requerem ativagao enzimatica, por exemplo através das enzimas P450) e os pré-haptenos
(substancias ativadas por oxidacao), em particular os que apresentem uma taxa de oxidacao
lenta, podem também produzir resultados negativos no h-CLAT (15). E possivel avaliar
produtos quimicos fluorescentes com o h-CLAT (17). No entanto, os produtos fortemente
fluorescentes que emitem no mesmo comprimento de onda que o isotiocianato de
fluoresceina (FITC) ou que o iodeto de propidio (IP) interferem com a dete¢do por
citometria de fluxo, pelo que ndo podem ser corretamente avaliados utilizando anticorpos
conjugados com FITC ou IP. Neste caso, ¢ possivel recorrer, respetivamente, a outros
anticorpos marcados com fluorocromos ou a outros marcadores de citotoxicidade, desde
que seja possivel demonstrar que produzem resultados semelhantes aos dos anticorpos
marcados com FITC (ver ponto 24) ou com IP (ver ponto 18), por exemplo testando as
substancias para demonstra¢io de competéncia indicadas nos apéndices 1-2. A luz do que
precede, os resultados negativos devem ser interpretados no contexto das limitagdes
indicadas e em conjunto com outras fontes de informa¢do no ambito da IATA. Nos casos
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em que se demonstre que o método h-CLAT nao ¢ aplicavel a outras categorias especificas
de produtos quimicos em estudo, o mesmo ndo deve ser utilizado para essas categorias
especificas.

5. Tal como descrito acima, o método h-CLAT ajuda a distinguir os sensibilizantes cutaneos
dos ndo sensibilizantes. Porém, quando utilizado no ambito de abordagens integradas do
tipo IATA, pode também contribuir para a avaliacdo do potencial de sensibilizacao (4) (5)
(9). Contudo, ¢ necessario continuar a trabalhar, de preferéncia com base em dados
humanos, para determinar o modo como os resultados do h-CLAT poderao vir a ser uteis
para este tipo de avaliagdo.

6. Sao apresentadas defini¢des no apéndice 1.1.

PRINCIPIO DO ENSAIO

7. O método h-CLAT ¢ um ensaio in vitro que permite quantificar as variagdes da expressao
de marcadores (CD86 e CD54) da superficie das células da linha celular da leucemia
monocitica humana THP-1, ap6s uma exposicao de 24 horas ao produto quimico em
estudo. Estas moléculas de superficie sdo marcadores tipicos da ativagdo dos monocitos
THP-1 e podem imitar a ativacdo das células dendriticas, o que desempenha um papel
critico na ativagdo das células T. As variacdes na expressdao dos marcadores de superficie
sao medidas por citometria de fluxo apds coloracao das células com anticorpos marcados
com fluorocromo. A citotoxicidade ¢ medida em paralelo, a fim de determinar se a
ativacdo da expressdo dos marcadores de superficie ocorre a concentragdes subcitotoxicas.
A intensidade relativa de fluorescéncia dos marcadores de superficie, em comparacdo com
a do controlo do solvente/veiculo, ¢ calculada e utilizada no modelo preditivo (ver
ponto 26), para ajudar a distinguir os sensibilizantes dos ndo sensibilizantes.

DEMONSTRACAO DE COMPETENCIA

8. Antes de utilizarem, por rotina, o ensaio descrito no presente apéndice do método de ensaio
B.71, os laboratérios devem demonstrar a sua competéncia utilizando as dez substancias
enumeradas no apéndice 1.2. Além disso, os utilizadores do ensaio devem manter uma
base de dados historicos resultantes dos controlos de reatividade (ver ponto 11) e obtidos
com o controlo positivo e com o controlo do solvente/veiculo (ver pontos 20 a 22) e devem
utilizar esses dados para confirmar que a reprodutibilidade do método de ensaio no seu
laboratorio se mantém ao longo do tempo.

PROCEDIMENTO
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O presente método de ensaio baseia-se no protocolo n.° 158 do servico de base de dados
sobre os métodos alternativos a experimentacdo em animais (DB-ALM — DataBase
service on AlLternative Methods to animal experimentation) h-CLAT (18), que ¢ o
protocolo utilizado para o estudo de validagdo coordenado pelo EURL ECVAM.
Recomenda-se a utilizagdo deste protocolo aquando da implementagdo e utilizacdo, no
laboratério, do método h-CLAT. Segue-se uma descricdo dos principais elementos e
procedimentos do método h-CLAT, que compreende duas etapas: um ensaio de
determinac¢do da dose e uma medigdo da expressdo de CD86/CD54.

Preparacio das células

10. Para a execugdo do método h-CLAT, deve utilizar-se a linha celular da leucemia monocitica

11.

humana, THP-1. Recomenda-se que as células (TIB-202™) sejam obtidas junto de um
banco de células reconhecido, como a American Type Culture Collection.

As células THP-1 sdo cultivadas a 37 °C numa atmosfera humidificada a 5 % CO», em
meio RPMI-1640 complementado com 10 % de soro bovino fetal (SBF), 0,05 mM de 2-
mercaptoetanol, 100 unidades/ml de penicilina e 100 pg/ml de estreptomicina. A utilizagdo
da penicilina e da estreptomicina no meio de cultura pode ser evitada. No entanto, nesse
caso, os utilizadores devem verificar se a auséncia de antibidticos no meio de cultura ndo
tem qualquer impacto nos resultados, por exemplo testando as substancias enumeradas no
apéndice 1.2. De qualquer modo, para minimizar o risco de contaminagdo, devem seguir-se
as boas praticas de cultura celular independentemente da presenca ou ndo de antibidticos
no meio de cultura celular. As células THP-1 sdo inoculadas regularmente a cada 2-3 dias,
a uma densidade compreendida entre 0,1 e 0,2 x 10° células/ml, e devem ser mantidas a
uma densidade compreendida entre 0,1 e 1,0 x 10° células/ml. Antes da sua utiliza¢do para
o ensaio, as células devem ser qualificadas através de um controlo de reatividade. Este
controlo deve ser realizado duas semanas apds a descongelagdo, utilizando como controlos
positivos o 2,4-dinitroclorobenzeno (DNCB) (n.° CAS 97-00-7, pureza > 99 %) e o sulfato
de niquel (NiSO4) (n.° CAS 10101-97-0, pureza > 99 %) e como controlo negativo o 4cido
lactico (AL) (n.° CAS 50-21-5, pureza > 85 %). Tanto o DNCB como o NiSO4 devem dar
respostas positivas para os marcadores de superficie celular CD86 e CD54; o acido lactico
deve dar uma resposta negativa para os marcadores de superficie celular CD86 e CD54.
Apenas serdo utilizadas para o ensaio as células que tenham passado o controlo de
reatividade. As células podem ser propagadas até dois meses apos a descongelacdo, sem
ultrapassar as 30 passagens. O controlo de reatividade deve ser efetuado de acordo com os
procedimentos descritos nos pontos 20 a 24.
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12. Para o ensaio, as células THP-1 sdo inoculadas a uma densidade de 0,1 x 10° células/ml ou
0,2 x 10% células/ml e pré-cultivadas em frascos de cultura durante 72 horas ou 48 horas,
respetivamente. E importante que a densidade celular no frasco de cultura imediatamente
apo6s o periodo de pré-cultura seja o mais coerente possivel em cada experiéncia (utilizando
uma das duas condi¢des de pré-cultura acima descritas), uma vez que a densidade celular
no frasco de cultura imediatamente apds a pré-cultura pode influenciar a expressdo de
CD86/CD54 induzida por alergénios (19). No dia do ensaio, as células colhidas do frasco
de cultura sdo novamente colocadas em suspensdao num meio de cultura fresco a uma
densidade de 2 x 10° células/ml. Em seguida, distribuem-se as células numa placa de 24
pocos de fundo plano com 500 ul (1 x 10° células/poco) ou numa placa de 96 pogos de
fundo plano com 80 pl (1,6 x 10° células/poco).

Ensaio de determinaciao da dose

13. Efetua-se um ensaio de determinagdo da dose para apurar o valor CV75, ou seja, a
concentracdo do produto quimico em estudo que resulta numa viabilidade celular (CV) de
75 %, em comparacdo com o controlo do solvente/veiculo. O valor CV75 ¢ utilizado para
determinar a concentragao de produtos quimicos em estudo a utilizar para a medi¢ao da
expressao de CD86/CD54 (ver pontos 20 a 24).

Preparacdo dos produtos quimicos em estudo e das substdncias de controlo

14. Os produtos quimicos em estudo e as substincias de controlo sdo preparados no dia do
ensaio. No caso do método h-CLAT, os produtos quimicos em estudo sdo dissolvidos ou
dispersos de forma estavel (ver também o ponto 4) escolhendo de preferéncia como
solvente/veiculo uma solucao salina ou o meio ou, como segunda opg¢ao, dimetilsulféxido
(DMSO, pureza > 99 %), se o produto quimico nao for solivel ou nao formar uma
dispersdo estavel nos dois solventes/veiculos anteriores, até concentragOes finais de
100 mg/ml (solugdo salina ou meio) ou de 500 mg/ml (DMSO). E possivel utilizar
solventes/veiculos diferentes dos acima descritos, desde que a escolha seja suficientemente
fundamentada do ponto de vista cientifico. Deve ter-se em conta a estabilidade do produto
quimico em estudo no solvente/veiculo final.

15. A partir das solugdes-made dos produtos quimicos em estudo a 100 mg/ml (em solucao
salina ou meio) ou a 500 mg/ml (em DMSO), devem efetuar-se as diluigdes seguintes:

- Se o solvente/veiculo for a soluc¢ao salina ou o meio: preparam-se oito solugdes-mae (oito
concentracdes) através de uma série de diluigdes de fator 2 utilizando o solvente/veiculo
correspondente. Estas solugdes-mae sao depois novamente diluidas por um fator de 50 no
meio de cultura (solugdes de trabalho). Se a concentragdo final maxima de 1 000 pg/ml na
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placa nao for toxica, a concentracdo maxima deve ser novamente determinada através da
realizagao de um novo ensaio de citotoxicidade. A concentracdo final na placa nao deve
exceder 5 000 pg/ml para os produtos quimicos em estudo dissolvidos ou em dispersao
estavel na solu¢do salina ou no meio.

- Se o solvente/veiculo for o DMSO: preparam-se oito solu¢des-mae (oito concentracdes)
através de uma série de dilui¢des de fator 2 utilizando o solvente/veiculo correspondente.
Estas solugdes-mae sdo depois novamente diluidas por um fator de 250 no meio de cultura
(solugdes de trabalho). A concentragdo final na placa, mesmo que ndo seja tdxica, nao
deve exceder 1 000 pg/ml.

Para a exposicdo, utilizam-se, por fim, as solugdes de trabalho, adicionando o mesmo
volume de cada uma destas ao volume de células THP-1 em suspensdo na placa (ver
também o ponto 17), a fim de obter uma diluicdo suplementar de fator 2 (em geral, as
concentracgdes finais na placa encontram-se no intervalo entre 7,81-1 000 pg/ml).

16. O controlo do solvente/veiculo utilizado no método h-CLAT ¢ o meio de cultura (para os
produtos quimicos em estudo dissolvidos ou em dispersao estavel (ver ponto 4) no meio ou
na solucdo salina) ou o DMSO (para os produtos quimicos em estudo dissolvidos ou em
dispersdo estdvel no DMSO) a uma concentragdo final inica de 0,2 % na placa. Efetua-se
uma diluigdo idéntica a descrita para as solucdes de trabalho no ponto 15.

Aplicagao dos produtos quimicos em estudo e das substdncias de controlo

17.0 meio de cultura ou as solugdes de trabalho, que se descrevem nos pontos 15 e 16,
misturam-se na proporc¢ao 1:1 (v/v) com as suspensdes celulares preparadas na placa de
24 pocos ou de 96 pocos de fundo plano (ver ponto 12). As placas tratadas sdo, em
seguida, incubadas durante 24 + 0,5 horas a 37 °C, 5 % CO,. Deve ter-se o cuidado de
evitar a evaporacdo dos produtos quimicos em estudo, caso sejam volateis, e a
contaminag¢do cruzada entre pocos pelos referidos produtos, por exemplo selando a placa
antes da incubagdo com os produtos quimicos em estudo (20).

Coloragdo com iodeto de propidio (IP)

18. Apos 24 + 0,5 horas de exposicdo, as células sdo transferidas para tubos de ensaio e
recolhidas por centrifugacdo. Rejeitam-se os sobrenadantes e as restantes células sdo
novamente colocadas em suspensdao em 200 pl (no caso da placa de 96 pogos) ou 600 pl
(no caso da placa de 24 pocos) de um tampao fosfato salino contendo 0,1 % de albumina
de soro bovino (tampdo de coloragdo). Transferem-se 200 pl da suspensdo de células para
uma placa de 96 pocos de fundo redondo (no caso da placa de 96 pogos) ou para um
microtubo (no caso da placa de 24 pocos); em seguida, as células sdo lavadas duas vezes
com 200 pl (no caso da placa de 96 pogos) ou 600 ul (no caso da placa de 24 pogos) de
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tampao de coloracdo. Por ultimo, as células sdo novamente suspensas no tampao de
coloracao (por exemplo, 400 ul), sendo acrescentada uma solu¢ao de IP (por exemplo,
20 ul) (para obter, por exemplo, uma concentracao final de IP de 0,625 pl/ml). Podem
utilizar-se outros marcadores de citotoxicidade, tais como a 7-aminoactinomicina D (7-
AAD), o azul de Trypan ou outros, desde que se possa demonstrar que produzem
resultados semelhantes ao IP, por exemplo testando as substancias enumeradas no
apéndice 1.2.

Medi¢ao da citotoxicidade por citometria de fluxo e estimativa do valor CV75
19. O nivel de fixacdo do IP ¢ analisado por citometria de fluxo no canal FL-3. No total, sdo
analisadas 10 000 células vivas (IP negativo). A viabilidade celular pode ser calculada pelo
programa de andlise do citdmetro utilizando a equacdo indicada em baixo. Se a viabilidade
celular for baixa, devem ser adquiridas, no maximo, 30 000 células, incluindo células
mortas. Uma outra opc¢ao consiste em adquirir os dados durante um minuto apds o inicio da
analise.

Numero de células vivas
100

Viabilidade celular = — - —
Numero total de células adquiridas

O valor CV75 (ver ponto 13), isto €, a concentra¢do que provoca 75 % de sobrevivéncia das

células THP-1 (25 % de citotoxicidade), ¢ calculado por interpolagdo linear logaritmica
utilizando a seguinte equacgao:

(75—c)xLog(b)—(75—a)xLog(d)
a—c

Log CV75 =

em que:
a ¢ o valor minimo de viabilidade celular superior a 75 %
¢ ¢ o valor maximo de viabilidade celular inferior a 75 %

b e d s3o as concentracdes que provocam os valores de viabilidade celular a e c,
respetivamente

100

a <

1 10 100 1000

450



D060575/02

Podem utilizar-se outras abordagens para calcular o CV75, desde que fique demonstrado
que tal ndo tem qualquer impacto nos resultados (por exemplo, testando as substancias para
demonstragdo de competéncia).

Medicao da expressao de CD86/CD54

Preparacgdo dos produtos quimicos em estudo e das substdncias de controlo

20. Utiliza-se o solvente/veiculo adequado (solucao salina, meio ou DMSO; ver o ponto 14)

21.

para dissolver os produtos quimicos em estudo ou para criar uma dispersao estavel. Os
produtos quimicos em estudo sao primeiro diluidos até uma concentragao correspondente a
100 vezes (na solugdo salina ou no meio) ou 500 vezes (no DMSO) o valor CV75 x 1,2
determinado no ensaio de determinag¢do da dose (ver ponto 19). Se o CV75 nao puder ser
determinado (ou seja, se a citotoxicidade observada no ensaio de determinagdo da dose for
insuficiente), deve utilizar-se como concentragdo inicial a concentragdo soluvel ou em
dispersao estavel mais elevada do produto quimico em estudo preparado com cada
solvente/veiculo. Note-se que a concentracdo final na placa ndo deve exceder 5 000 pg/ml
(no caso da solugdo salina ou do meio) ou 1000 pg/ml (no caso do DMSO).
Seguidamente, sdo realizadas dilui¢des em série de fator 1:2 utilizando o solvente/veiculo
correspondente para obter as solu¢des-mae (oito concentragdes entre 100 x 1,2 x CV75 e
100x0,335 x CV75 (na solugdo salina ou no meio) ou entre 500x1,2 x CV75 e 500x0,335
x CV75 (no DMSO)), que serdo testadas de acordo com o método h-CLAT (ver o
protocolo DB-ALM n.° 158 para um exemplo do esquema de dosagem). As solugdes-mae
sdo depois novamente diluidas por um fator de 50 (solucdo salina ou meio) ou de 250
(DMSO) no meio de cultura (solugdes de trabalho). Estas solugdes de trabalho sdo
finalmente utilizadas para exposi¢do, apds uma dilui¢do final de fator 2 na placa. Se os
resultados ndo satisfizerem os critérios de aceitagdo descritos nos pontos 29 e 30 quanto a
viabilidade celular, pode repetir-se o ensaio de determinacao da dose para deduzir um valor
CV75 mais preciso. Note-se que apenas podem ser utilizadas placas de 24 pocos para a
medi¢do da expressao de CD86/CD54.

O controlo do solvente/veiculo ¢ preparado conforme descrito no ponto 16. O controlo
positivo utilizado no método h-CLAT ¢ o DNCB (ver ponto 11), para o qual sdo
preparadas solucdes-mae em DMSO e diluidas tal como descrito para as solugdes-mae no
ponto 20. O DNCB deve ser utilizado como controlo positivo para a medi¢do da expressdo
de CD86/CD54 a uma concentragao final unica na placa (geralmente 4,0 pg/ml). Para obter
uma concentracdo de 4,0 ug/ml de DNCB na placa, prepara-se uma solugdo-mae de
2 mg/ml de DNCB em DMSO, que ¢ depois novamente diluida por um fator de 250 no
meio de cultura, até se obter uma solucdo de trabalho a 8 pg/ml. Em alternativa, pode
utilizar-se o valor CV75 do DNCB, determinado em cada instalacdo de ensaio, como
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concentracao do controlo positivo. Podem utilizar-se outros controlos positivos adequados
se houver dados histéricos que permitam definir critérios de aceitagdo compardveis para a
execucdo. Para os controlos positivos, a concentragao final Uinica na placa nao deve
exceder 5000 ug/ml (no caso da solugdo salina ou meio) ou 1 000 pg/ml (no caso do
DMSO). Os critérios de aceitacdo para a execugdo sdo idénticos aos descritos para o
produto quimico em estudo (ver ponto 29), exceto no que diz respeito ao ultimo critério,
uma vez que o controlo positivo ¢ testado a uma concentragdo Unica.

Aplicagdo dos produtos quimicos em estudo e das substdncias de controlo

22.

Para obter uma previsao, ¢ necessaria uma experiéncia para cada produto quimico em
estudo e para cada substancia de controlo. Cada experiéncia consiste em pelo menos duas
execugdes independentes para a medi¢cdo de expressdo de CD86/CD54 (ver pontos 26 a
28). Cada execucdo independente ¢ efetuada num dia diferente ou no mesmo dia, desde
que, para cada execucdo: a) sejam preparadas solu¢des-mae e de trabalho frescas,
independentes, do produto quimico em estudo e solu¢des de anticorpos, € b) sejam
utilizadas células colhidas em dois tempos independentes (provenientes de frascos de
cultura diferentes); no entanto, as células podem ser provenientes da mesma passagem. Os
produtos quimicos em estudo e as substancias de controlo preparados como solucdes de
trabalho (500 pl) sdo misturados com 500 pl de suspensdo de células (1x10° células) a um
racio de 1:1 e as células sdo incubadas durante 24 =+ 0,5 horas, conforme descrito nos
pontos 20 e 21. Em cada execugdo, basta um unico replicado para cada concentra¢do do
produto quimica em estudo e da substancia de controlo, dado que a previsdo ¢ obtida a
partir de, pelo menos, duas execucdes independentes.

Coloragado celular e andlise

23.

24.

Apos 24 £ 0,5 horas de exposigdo, as células sdo transferidas da placa de 24 pocgos para
tubos de ensaio e recolhidas por centrifugacdo, antes de serem lavadas duas vezes com
I ml de tampao de coloragdo (se necessario, podem ser efetuadas etapas de lavagem
suplementares). Apos a lavagem, as células sdo bloqueadas com 600 pl de solugdo de
bloqueio [tampdo de coloracdo com 0,01 % (m/v) de globulina (fracdo Cohn II, III,
humana; SIGMA, #G2388-10G ou equivalente)] e incubadas a 4 °C durante 15 minutos.
Apds o bloqueio, as células sdo divididas em trés aliquotas de 180 pl numa placa de
96 pocos de fundo redondo ou num microtubo.

Apds centrifugagdo, as células sdo coradas a 4 °C durante 30 minutos com 50 ul de
anticorpos marcados com FITC anti-CD86, anti-CD54 ou de ratinho (is6tipo) IgG1. Os
anticorpos descritos no protocolo DB-ALM n.° 158 h-CLAT (18) devem ser diluidos no
tampao de coloracdo a um racio de 3:25 v/v [para CD86 (BD-PharMingen, #555657;
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Clone: Fun-1) ou de 3:50 v/v (para CD54 (DAKO, #F7143; Clone: 6.5B5) ¢ IgG1 (DAKO,
#X0927)]. Estes racios de diluicdo dos anticorpos foram definidos aquando do
desenvolvimento do ensaio como aqueles que apresentam a melhor relacdo sinal/ruido. A
experiéncia adquirida aquando do desenvolvimento do ensaio indica que a intensidade da
fluorescéncia dos anticorpos ¢ geralmente coerente entre diferentes lotes. No entanto, os
utilizadores podem ponderar a possibilidade de proceder a titulacdo dos anticorpos em
condi¢des laboratoriais proprias, a fim de definir as concentra¢cdes mais adequadas. Podem
ser utilizados anticorpos anti-CD86 e/ou anti-CD54 marcados por outros fluorocromos,
desde que seja possivel demonstrar que produzem resultados semelhantes aos anticorpos
conjugados por FITC, por exemplo testando as substadncias enumeradas no apéndice 1.2.
Note-se que a alteracdo do clone ou do fornecedor dos anticorpos, tal como descrito no
protocolo DB-ALM n.° 158 h-CLAT (18), pode afetar os resultados. Apos terem sido
lavadas duas ou mais vezes com 150 ul de tampao de coloragdo, as células sdo novamente
colocadas em suspensdo no tampao de coloragdo (por exemplo, 400 ul), sendo
acrescentada a solucdo de IP (por exemplo, 20 pul para obter uma concentracdo final de
0,625 pg/ml) ou um outro marcador de citotoxicidade (ver ponto 18). Os niveis de
expressdo de CD86 e de CD54 e a viabilidade celular sdo analisados por citometria de
fluxo.

DADOS E RELATORIOS

Avaliacao dos dados

25. O nivel de expressdo de CD86 e CD54 ¢ analisado por citometria de fluxo com o canal de
aquisi¢do FL-1. Com base na média geométrica da intensidade de fluorescéncia (IMF,
intensidade média de fluorescéncia), a intensidade relativa de fluorescéncia (IRF) de CD86
e de CD54 para as células com controlo (ctrl) positivo e para as células tratadas com o
produto quimico ¢ calculada utilizando a seguinte equacao:

RF] = MFI cél.tratadas com prod.quim.—MFI cél .ctrl do isétipo tratadas com prod.quim.

" MFI cél. ctrltratadas solvente/veiculo—MFI cél.ctrl isétipo tratadas solvente /veiculo

x 100

A viabilidade celular das células de controlo (ctrl) do isotipo [coradas com anticorpos de
ratinho IgG1 (is6tipo)] também € calculada de acordo com a equacdo descrita no ponto 19.

Modelo preditivo

26. Para determinar a expressao de CD86/CD54, cada produto quimico em estudo ¢ testado
em, pelo menos, duas execugdes independentes para obter uma previsao unica (POSITIVA
ou NEGATIVA). Uma previsao por h-CLAT ¢ considerada POSITIVA se for preenchida
pelo menos uma das seguintes condi¢des em duas de duas ou em pelo menos duas de trés
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execucdes independentes; caso contrario, a previsao por h-CLAT ¢ considerada
NEGATIVA (figura 1):

- A IRF de CD86 ¢ igual ou superior a 150 % a qualquer concentragdo testada (com
viabilidade celular > 50 %);

- A IRF de CD54 ¢ igual ou superior a 200 % a qualquer concentragdo testada (com
viabilidade celular > 50 %).

27. Atendendo ao que precede, se as duas primeiras execugdes forem ambas positivas para
CD86 e/ou forem ambas positivas para CD54, a previsdo por h-CLAT ¢ considerada
POSITIVA ¢ ndo é necessario efetuar uma terceira execugdo. Do mesmo modo, se as duas
primeiras execucdes forem negativas para ambos os marcadores, a previsdo por h-CLAT ¢
considerada NEGATIVA (tendo devidamente em conta o disposto no ponto 30), ndo sendo
necessario efetuar uma terceira execugdo. Se, no entanto, as duas primeiras execugdes nao
forem concordantes em relagdo a pelo menos um dos marcadores (CD54 ou CD86), ¢
necessario realizar uma terceira execugao e a previsao final basear-se-a no resultado obtido
na maioria das trés execug¢des individuais (ou seja, dois de trés). A este respeito, importa
notar que, se forem efetuadas duas execugdes independentes e uma s6 for positiva para
CD86 (a seguir designada P1) e a outra s6 for positiva para CD54 (a seguir designada P»), é
necessario realizar uma terceira execugdo. Se esta terceira execu¢do for negativa para
ambos os marcadores (a seguir designada N), a previsdo por h-CLAT ¢ considerada
NEGATIVA. Em contrapartida, se a terceira execug¢do for positiva para um dos
marcadores (P; ou P2) ou para ambos os marcadores (a seguir designada P12), a previsao
por h-CLAT ¢ considerada POSITIVA.

Figura 1: Modelo preditivo usado no método h-CLAT. Uma previsdo por h-CLAT deve ser analisada no
ambito de uma IATA e em conformidade com o disposto nos pontos 7 e 8 da Introdugdo Geral.
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Dois Dois
primeiros primeiros
- }
Y Y
P12 & P12 * N&N P12 &N *
P11 & P: P: &N
P12 & P2 P2&N
P1 &P: P1 & P2
P, &P i
Terceiro
VL A 4 ¢ ¢
Terceiro ensaio Terceiro ensaio P.&P:1&P: |ff P.&N&N (H#
néo necessdrio néio necessdrio P1 & P1& P2 PL&N&N
P1 & P2 & P2 P2&N&N
P12 & P12 &N P1&P.&N
P12 &P1&N
P12 & P2&N
P1&P1 &N
P2&P,&N
v v v v
POSITIVO NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO

P1: execugdo positiva apenas para CD86; P2; execugdo positiva apenas para CD54; P12: execug@o positiva para CD86 e
CD54; N: execugdo nao positiva para CD86 nem para CD54.

*As caixas mostram as combinagdes pertinentes de resultados das duas primeiras execugdes, independentemente da
ordem de obteng¢ado dos resultados.

#As caixas mostram as combinagdes pertinentes de resultados das trés execugdes com base nos resultados obtidos nas
duas primeiras execugdes indicados na caixa acima, mas nao refletem a ordem de obtengao dos resultados.

28.No caso dos produtos quimicos em estudo que se prevé sejam POSITIVOS com o
h-CLAT, podem determinar-se dois valores de concentracdo efetiva (CE), CE150 para
CD86 e CE200 para CD54, ou seja, a concentracdo a qual os produtos quimicos em estudo
produzem uma IRF de 150 ou 200. Estes valores CE podem contribuir para a avaliagao do
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potencial de sensibilizagdo (9) no ambito de uma abordagem integrada do tipo IATA (4)
(5) (6) (7) (8). Podem ser calculados utilizando as seguintes equagoes:

EC150 (for CD86) = Bconc + [(150 - BRFI)/(ARFI - BRFI) X (Aconc - Bconc)]

EC200 (fOT' CD54) = Bconc + [(200 - BRFI)/(ARFI - BRFI) X (Aconc - Bconc)]

em que

Aconc € @ concentragdo mais baixa em pg/ml com IRF > 150 (CD86) ou 200 (CD54)
Bconc € a concentragao mais elevada em pg/ml com IRF < 150 (CD86) ou 200 (CD54)
Amr ¢ a IRF a concentracdo mais baixa com IRF > 150 (CD86) ou 200 (CD54)

Bmrr € a IRF a concentragdo mais elevada com IRF < 150 (CD86) ou 200 (CD54)

Para determinar de modo mais preciso os valores CE150 e CE200, podem ser necessarias
trés execugdes independentes para a medi¢do da expressdo de CD86/CD54. Os valores
CE150 e CE200 finais sao, entdo, determinados como o valor mediano das CE calculado a
partir das trés execucdes independentes. Se apenas duas das trés execugdes independentes
satisfizerem os critérios de positividade (ver pontos 26 e 27), ¢ adotado o valor CE150 ou
CE200 mais elevado.

Critérios de aceitacao

29. Os critérios de aceitagdo a seguir indicados devem ser respeitados ao utilizar o método h-
CLAT (22) (27).

- Os valores de viabilidade celular dos controlos do meio e do solvente/veiculo devem ser
superiores a 90 %.

- Para o controlo do solvente/veiculo, as IRF de CD86 e de CD54 nao devem exceder os
critérios positivos (CD86 IRF > 150 % e CD54 IRF > 200 %). Os valores de IRF para o
controlo do solvente/veiculo sdo calculados utilizando a formula indicada no ponto 25
(substituindo a men¢do «IMF do produto quimico» por «IMF do solvente/veiculo» e «IMF
do solvente/veiculo» por «IMF do controlo (meio)»).

- Para o controlo do meio e do solvente/veiculo, os racios da IMF CD86 e CD54 para o
controlo de isotipo devem ser > 105 %.

- Para o controlo positivo (DNCB), os valores IRF de CD86 e de CD54 devem cumprir os
critérios positivos (CD86 IRF > 150 e CD54 IRF > 200) e a viabilidade celular deve ser
superior a 50 %.
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Para o produto quimico em estudo, a viabilidade celular deve ser superior a 50 % em, pelo
menos, quatro concentragdes testadas em cada execugao.

Os resultados negativos s6 sdo aceitaveis no caso de produtos quimicos em estudo que
apresentem uma viabilidade celular inferior a 90 % a concentragdo mais elevada testada
(ou seja, 1,2 x CV75 de acordo com o esquema de diluigdes em série descrito no
ponto 20). Se a viabilidade celular a 1,2 x CV75 for igual ou superior a 90 %, o resultado
negativo ndo deve ser tido em conta. Neste caso, ¢ recomendavel tentar aperfeicoar a
selecdo das doses repetindo a determinacdo do valor CV75. Note-se que, quando uma
concentracdo de 5 000 pg/ml na solucdo salina (ou no meio ou outros solventes/veiculos),
uma concentracdo de 1 000 pg/ml em DMSO ou a concentragdo soluvel mais elevada ¢
utilizada como concentragdo maxima de ensaio para um produto quimico em estudo, pode
aceitar-se um resultado negativo mesmo que a viabilidade celular seja superior a 90 %.

Relatorio de ensaio

31.

O relatdrio de ensaio deve incluir as informagdes que a seguir se indicam.

Produto quimico em estudo

Substancia monocomponente

Identificagdo quimica, como o(s) nome(s) [UPAC ou CAS, o(s) nimero(s) CAS, o codigo
SMILES ou InChl, a férmula estrutural e/ou outros identificadores;

Aspeto fisico, log P, solubilidade na 4gua, solubilidade em DMSO, massa molecular e
outras propriedades fisico-quimicas relevantes, se disponiveis;

Grau de pureza, identidade quimica das impurezas, conforme adequado e exequivel, etc.;
Pré-tratamento, se for o caso (aquecimento ou moagem, por exemplo);
Concentragao(0es) testada(s);

Condicdes de armazenagem e de estabilidade, se conhecidas;

Justificacao da escolha do solvente/veiculo para cada produto quimico em estudo.

Substancia multicomponentes, UVCB e mistura

Caracterizagdo, tanto quanto possivel, por exemplo, por identidade quimica (ver supra),
pureza, ocorréncia quantitativa e propriedades fisico-quimicas relevantes (ver supra) dos
componentes, na medida em que estejam disponiveis;
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- Aspeto fisico, solubilidade na agua, solubilidade em DMSO e outras propriedades fisico-
quimicas relevantes, na medida em que estejam disponiveis;

- Massa molecular, ou massa molecular aparente no caso de misturas/polimeros de
composi¢des conhecidas, ou outras informagdes relevantes para a realizagdo do estudo;

- Pré-tratamento, se for o caso (aquecimento ou moagem, por exemplo);
- Concentragdo(0es) testada(s);
- Condigdes de armazenagem e de estabilidade, se conhecidas;

- Justificac¢do da escolha do solvente/veiculo para cada produto quimico em estudo.

Controlos

Controlo positivo

- Identificagdo quimica, como o(s) nome(s) [IUPAC ou CAS, o(s) nimero(s) CAS, o codigo
SMILES ou InChl, a férmula estrutural e/ou outros identificadores;

- Aspeto fisico, log P, 4gua, solubilidade na dgua, solubilidade em DMSO, massa molecular
e outras propriedades fisico-quimicas relevantes, se conhecidas e se aplicavel;

- Grau de pureza, identidade quimica das impurezas, conforme adequado e exequivel, etc.;

- Pré-tratamento, se for o caso (aquecimento ou moagem, por exemplo);

- Concentragao(0es) testada(s);

- Condicdes de armazenagem e de estabilidade, se conhecidas;

- Referéncia ao historial dos resultados dos controlos positivos que demonstrem o

cumprimento dos critérios de aceitagdo da execucao, se aplicavel.

Controlo negativo e controlo do solvente/veiculo

- Identificagcdo quimica, como o(s) nome(s) [IUPAC ou CAS, o(s) nimero(s) CAS, o codigo
SMILES ou InChl, a férmula estrutural e/ou outros identificadores;

- QGrau de pureza, identidade quimica das impurezas, conforme adequado e exequivel, etc.;

- Aspeto fisico, massa molecular e outras propriedades fisico-quimicas relevantes caso seja
utilizado um solvente/veiculo diferente dos mencionados nas orientagdes de ensaio, na
medida em que estejam disponiveis;

- Condi¢des de armazenagem e de estabilidade, se conhecidas;

- Justificacdo da escolha do solvente/veiculo para cada produto quimico em estudo.
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Condigoes de ensaio

Nome e endereco do promotor, do laboratdrio e do diretor do estudo;
Descri¢ao do ensaio utilizado;

Linha celular utilizada, respetivas condi¢des de armazenamento e origem (por exemplo,
instalagdo de onde provém as células);

Citometria de fluxo utilizada (por exemplo, modelo), incluindo parametros dos
instrumentos, globulina, anticorpos e marcador de citotoxicidade utilizados;

O procedimento utilizado para demonstrar a competéncia do laboratorio na realizagao do
ensaio, mediante o teste de substancias para demonstragdo de competéncia, € o
procedimento utilizado para demonstrar a reprodutibilidade do desempenho do ensaio ao
longo do tempo, por exemplo dados historicos do controlo e/ou dados historicos dos
controlos de reatividade.

Criterios de aceitagdo do ensaio

Viabilidade celular, valores IMF e IRF obtidos com o controlo do solvente/veiculo
comparativamente com os intervalos de aceitagao;

Viabilidade celular e valores IRF obtidos com o controlo positivo comparativamente com
os intervalos de aceitagao;

Viabilidade celular de todas as concentracdes testadas do produto quimico em estudo.

Procedimento de ensaio

Numero de execugdes realizadas;

Concentragdes do produto quimico em estudo, aplicacdo e tempo de exposicao utilizado
(se diferente do recomendado);

Duracao da exposigao (se diferente da recomendada);
Descricao dos critérios de avaliagdo e de decisao utilizados;

Descrigdo de eventuais modificagdes do procedimento de ensaio.

Resultados

Quadro com os dados, incluindo o valor CV75 (se aplicavel), a IMF geométrica
individual, a IRF, valores de viabilidade celular, valores CE150/CE200 (se aplicavel)
obtidos para o produto quimico em estudo e para o controlo positivo em cada execugao,

459



D060575/02

bem como uma indicacdo da classificagdo do produto quimico em estudo segundo o
modelo preditivo;

- Descrigao de quaisquer outras observagoes pertinentes, se for caso disso.

Discussao dos resultados

- Discussao dos resultados obtidos com o método h-CLAT;

- Andlise dos resultados do ensaio no contexto de uma IATA, caso estejam disponiveis
outras informagdes pertinentes.

Conclusoes
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Apéndice 1.1

DEFINICOES

Precisdo: Grau de acordo entre os resultados do ensaio e os valores de referéncia aceites.
Trata-se de uma medida do desempenho do ensaio e de um dos aspetos da sua pertinéncia.
Este termo e o termo «concordancia» sdo muitas vezes utilizados indistintamente para
indicar a propor¢ao de resultados corretos de um ensaio (21).

AOQOP (Adverse Outcome Pathway — via determinante dos efeitos nocivos): Sequéncia de
eventos que parte da estrutura quimica de um produto quimico alvo ou de um grupo de
produtos quimicos analogos, passa pelo evento molecular iniciador, e resulta num resultado
com consequéncias in vivo (22).

Produto quimico: Uma substancia ou mistura.

CV75: Concentragdo estimada que apresenta uma viabilidade celular de 75 %.
CE150: Concentragdes que apresentam IRF de 150 para a expressao de CD86.
CE200: Concentragdes que apresentam IRF de 200 para a expressao de CD54.

Citometria de fluxo: Técnica citométrica em que células em suspensao num fluido passam,
uma a uma, por um foco de excitagdo luminosa, disperso em padrdes caracteristicos das
células e dos seus componentes; as c€lulas sdo frequentemente marcadas com marcadores
fluorescentes para que a luz seja primeiro absorvida e depois emitida a uma frequéncia
diferente.

Perigo: Propriedade intrinseca de um agente, ou de uma situagdo, suscetivel de causar
efeitos nocivos quando um organismo, sistema ou (sub)populagcdo € exposto ao agente em
causa.

IATA (Integrated Approach to Testing and Assessment — abordagem integrada de
ensaio e avaliacdo): Abordagem estruturada utilizada para a identificagdo (potencial) e
caracterizacao (poténcia) do perigo e/ou para a avaliacao da seguranga (potencial/poténcia e
exposicdo) de um produto quimico ou grupo de produtos quimicos, que integra e pondera,
de forma estratégica, todos os dados pertinentes com o objetivo de ser tida em conta numa
decisdo regulamentar sobre o potencial perigo e/ou risco e/ou a necessidade de realizar
ensaios complementares especificos.

Controlo do meio: Replicado ndo tratado que contém todos os componentes de um sistema
de ensaio. Esta amostra ¢ tratada com amostras tratadas com o produto quimico em estudo e
outras amostras de controlo, para determinar se o solvente/veiculo interage com o sistema
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de ensaio.
Mistura: Uma mistura ou solu¢ao composta por duas ou mais substancias.

Substiancia monocomponente: Uma substancia, definida pela sua composicdo quantitativa,
da qual um dos principais componentes esta presente num teor de, pelo menos, 80 % (m/m).

Substincia multicomponentes: Uma substancia, definida pela sua composi¢do
quantitativa, da qual mais do que um dos principais componentes estd presente numa
concentragdo > 10 % (m/m) e < 80 % (m/m). As substancias multicomponentes resultam de
processos de fabrico. A diferenca entre uma mistura € uma substancia multicomponentes ¢é
que a primeira se obtém misturando duas ou mais substincias, sem reacdo quimica. As
substancias multicomponentes resultam de rea¢des quimicas.

Controlo positivo: Replicado que contém todos os componentes de um sistema de ensaio e
foi tratado com uma substincia conhecida por induzir uma resposta positiva. Para que seja
possivel determinar a variabilidade no tempo da resposta do controlo positivo, a magnitude
da resposta positiva ndo deve ser excessiva.

Pré-haptenos: Produtos quimicos que se tornam sensibilizantes por transformagao abidtica.

Pro-haptenos: Produtos quimicos que requerem ativagdo enzimatica para exercerem
potencial de sensibilizagdo cutanea.

Intensidade relativa de fluorescéncia (IRF): Valores relativos da média geométrica da
intensidade de fluorescéncia (IMF) das células tratadas com o produto quimico em
comparacdo com a IMF das células tratadas com o solvente/veiculo.

Pertinéncia: Descricdo da relagdo do ensaio com o efeito em estudo e da adequagdo e
utilidade do ensaio para um fim especifico. Traduz a medida em que o ensaio mede ou prevé
corretamente o efeito biologico em causa. A pertinéncia tem em conta a precisao
(concordancia) de um ensaio (21).

Fiabilidade: Indica em que medida um ensaio pode ser reproduzido ao longo do tempo num
mesmo laboratério e entre laboratdrios utilizando o mesmo protocolo. Para a avaliar,
calcula-se a reprodutibilidade intralaboratorial e interlaboratorial, bem como a repetibilidade
intralaboratorial (21).

Execucao: Consiste em testar um ou mais produtos quimicos em estudo em simultdneo com
um controlo do solvente/veiculo e com um controlo positivo.

Sensibilidade: Proporcdo de todos os produtos quimicos positivos/ativos que sao
corretamente classificados pelo ensaio. Permite medir a precisdo de um ensaio que produz
resultados categodricos € ¢ um aspeto importante a ter em conta na avaliacdo da pertinéncia
de um ensaio (21).
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Tampao de coloracao: Uma solucdo salina de tampao fosfato com 0,1 % de albumina de
soro bovino.

Controlo do solvente/veiculo: Amostra ndo tratada que contém todos os componentes de
um sistema de ensaio, com excecdo do produto quimico em estudo, mas incluindo o
solvente/veiculo utilizado. Serve para determinar a resposta de referéncia para as amostras
tratadas com o produto quimico em estudo dissolvido ou em dispersao estavel no mesmo
solvente/veiculo. Quando testada simultaneamente com um controlo de meio, esta amostra
também indica se o solvente/veiculo interage com o sistema de ensaio.

Especificidade: Propor¢ao dos produtos quimicos negativos/inativos que sdo corretamente
classificados pelo ensaio. Permite medir a precisdo de um ensaio que produz resultados
categoricos € ¢ um aspeto importante a ter em conta na avaliagdo da pertinéncia de um
ensaio (21).

Substancia: Um elemento quimico e seus compostos, no estado natural ou obtidos por
qualquer processo de producao, incluindo qualquer aditivo necessario para preservar a sua
estabilidade e quaisquer impurezas resultantes do processo utilizado, mas excluindo
qualquer solvente que possa ser separado sem afetar a estabilidade da substancia nem alterar
a sua composicao.

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

Sistema Mundial Harmonizado de Classificacio e Rotulagem de Produtos Quimicos
das Nacdes Unidas — GHS da ONU (em inglés: United Nations Globally Harmonized
System of Classification and Labelling of Chemicals — UN GHS): Sistema que propde a
classificacdo dos produtos quimicos (substancias e misturas) em fungdo de tipos e niveis
normalizados de perigos fisicos, sanitarios e ambientais e trata dos elementos de
comunicacdo correspondentes, nomeadamente pictogramas, palavras-sinal, adverténcias de
perigo, recomendacdes de prudéncia e fichas de dados de seguranca, de modo a transmitir
informacdes sobre os respetivos efeitos nocivos, tendo em vista a protegdo das pessoas
(incluindo empregadores, trabalhadores, transportadores, consumidores e pessoal dos
servigos de emergéncia) e do ambiente (23).

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

Ensaio valido: Um ensaio considerado suficientemente pertinente e fidvel para um fim
especifico e que se baseia em principios cientificamente sélidos. Um ensaio nunca ¢ valido
em termos absolutos, mas apenas em relagdo a um objetivo definido (21).
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SUBSTANCIAS PARA A DEMONSTRACAO DE COMPETENCIA
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Antes de utilizarem, por rotina, o ensaio descrito no presente apéndice do método de ensaio
B.71, os laboratérios devem demonstrar a sua competéncia técnica obtendo corretamente a
previsdo esperada com o método h-CLAT para as dez substancias recomendadas no
quadro 1 e obtendo valores CV75, CE150 e CE200 que se encontrem dentro do intervalo de
referéncia correspondente para, pelo menos, oito das dez substincias de demonstragdo de
competéncia. Estas substancias foram selecionadas de modo a representarem o conjunto de
respostas possiveis no que diz respeito aos perigos de sensibilizagdo cutanea. Outros
critérios de selecao foram a disponibilidade comercial das substancias e a disponibilidade de
dados de referéncia in vivo de elevada qualidade, bem como de dados in vitro de alta
qualidade produzidos com o método h-CLAT. Além disso, estdo disponiveis dados de
referéncia publicados para o método h-CLAT (3) (14).

Quadro 1: Substancias recomendadas para a demonstracao de competéncia técnica com o método h-

CLAT
Resultados h- Resultados h-
Substncias para a Intervalo de CLAT CLAT
d:mons ira ﬁl:) de N.° CAS Estado Previsao in referéncia para CD86 para CD54
A c ’ fisico vivo! CV75 em (intervalo de (intervalo de
competencia 2 A, A
pg/ml referéncia referéncia
CE150 em pg/ml)? | CE200 em pg/ml)*
.. i1 Sensibilizante Positivo Positivo
2,4-Dinitroclorobenzeno 97-00-7 Solido (extremo) 2-12 (0,5-10) (0,5-15)
. _ 1 Sensibilizante Positivo Negativo
4-Fenilenodiamina 106-50-3 Solido (forte) 5-95 (< 40) > 1,5)°
. i1 Sensibilizante Positivo Positivo
Sulfato de niquel 10101-97-0 Solido (moderado) 30-500 (< 100) (10-100)
. - Sensibilizante Negativo Positivo
2-Mercaptobenzotiazol 149-30-4 Soélido (moderado) 30-400 > 10y} (10-140)
. A Sensibilizante Negativo Positivo
R(+)-Limoneno 5989-27-5 Liquido (fraco) >20  5)3 (< 250)

. e i1 Sensibilizante Positivo Positivo

Imidazolidinilureia 39236-46-9 Soélido (fraco) 25-100 (20-90) (20-75)
Lo Nio Negativo Negativo
Isopropanol 67-63-0 Liquido sensibilizante > 5000 (> 5 000) (> 5 000)

. A Nao Negativo Negativo
Glicerol 56-81-5 Liquido sensibilizante >5000 > 5 000) > 5 000)
RTIRTE - Nao Negativo Negativo
Acido lactico 50-21-5 Liquido sensibilizante 1 500-5 000 > 5 000) (> 5 000)
o . . - Nio Negativo Negativo
Acido 4-aminobenzoico 150-13-0 Soélido sensibilizante >1000 (> 1 000) (> 1 000)

Abreviaturas: N.° CAS = Numero de registo do Chemical Abstracts Service
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! A previsdo de perigo (e poténcia) in vivo baseia-se em dados LLNA (3) (14). A poténcia in vivo ¢ determinada utilizando os
critérios propostos pelo ECETOC (24).
2 Com base em valores historicos observados (13) (25).

3 Historicamente, a maioria dos resultados negativos foi obtida para este marcador, pelo que se espera,  em grande parte, um
resultado negativo. O intervalo indicado foi definido com base nos poucos resultados positivos historicos observados. Se for
obtido um resultado positivo, o valor CE deve situar-se dentro do intervalo de referéncia indicado.
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Apéndice 2

SENSIBILIZACAO CUTANEA IN VITRO: TESTE DE ATIVACAO DA LINHA CELULAR
U937 (U-SENS™)

CONSIDERACOES INICIAIS E LIMITACOES

1.

O método de ensaio U-SENS™ permite quantificar as variagdes na expressdo de um
marcador de superficie celular associadas ao processo de ativagdo dos monocitos e das
células dendriticas (ou seja, CD86), na linha celular do linfoma histiocitico humano U937,
apods a exposicao a sensibilizantes (1). Os niveis de expressdo medidos para o marcador de
superficie celular CD86 na linha celular U937 sdo, em seguida, utilizados para ajudar a
distinguir os sensibilizantes dos ndo sensibilizantes cutaneos.

O método de ensaio U-SENS™ foi avaliado num estudo de validagdo (2) coordenado pela
L’Oréal, seguido de uma andlise independente pelos pares conduzida pelo Comité
Cientifico Consultivo (ESAC) do Laboratorio de Referéncia da Unido Europeia para as
Alternativas a Experimentagdo em Animais (EURL ECVAM) (3). Tendo em conta todos
os dados disponiveis e os contributos das entidades reguladoras e das partes interessadas, o
método de ensaio U-SENS™ foi recomendado pelo EURL ECVAM (4) para ser utilizado
no ambito de uma IATA para ajudar a distinguir os sensibilizantes dos nao sensibilizantes
para efeitos de classificacdo e rotulagem de perigos. No seu documento de orientagao
relativo a elaboracao de relatdrios sobre as abordagens estruturadas de integracdo de dados
e de utilizacdo de fontes individuais de informag¢do no dmbito de uma IATA para a
sensibilizacdo cutdnea, a OCDE analisa atualmente varios estudos de casos que descrevem
diferentes estratégias de ensaio e modelos preditivos. Uma das diferentes abordagens
definidas baseia-se no ensaio U-SENS (5). Encontram-se na literatura (4) (5) (7) exemplos
da utilizagdo de dados U-SENS™ combinados com outras informagoes, incluindo dados
historicos e dados humanos validos (6).

O método de ensaio U-SENS™ demonstrou ser transferivel para laboratorios com
experiéncia em técnicas de cultura celular e andlise por citometria de fluxo. O nivel de
reprodutibilidade esperado das previsdes efetuadas pelo ensaio ¢ da ordem dos 90 %
intralaboratorial e 84 % interlaboratorial (8). Os resultados do estudo de validagao (8) e de
outros estudos publicados (1) indicam, em termos gerais, que, em comparagdo com o0s
resultados obtidos pelo método LLNA, a precisdo na distincdo entre sensibilizantes
cutaneos (cat. 1 do GHS da ONU/CLP) e ndo sensibilizantes ¢ de 86 % (N=166), com uma
sensibilidade de 91 % (118/129) e uma especificidade de 65 % (24/37). Em comparagao
com os resultados obtidos no ser humano, a precisdo na distingdo entre sensibilizantes
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(cat. 1 do GHS da ONU/CLP) e ndo sensibilizantes ¢ de 77 % (N=101), com uma
sensibilidade de 100 % (58/58) e uma especificidade de 47 % (20/43). E mais provavel que
os falsos negativos nas previsdes efetuadas com o método U-SENS™ em comparagdo com
o LLNA digam respeito a produtos quimicos com potencial de sensibilizacdo cutanea
baixo a moderado (subcategoria 1B do GHS da ONU/CLP) do que a produtos quimicos
com um potencial de sensibilizacdo cutanea elevado (subcategoria 1A do GHS da
ONU/CLP) (1) (8) (9). No seu conjunto, estas informagdes demonstram a utilidade do
método U-SENS™ para a identificagdo dos perigos de sensibilizacdo cutdnea. No entanto,
os valores relativos a precisdo do ensaio U-SENS™ utilizado isoladamente sdo meramente
indicativos, uma vez que este método deve ser combinado com outras fontes de informacao
no contexto de uma IATA e em conformidade com o disposto nos pontos 7 ¢ 8 da
Introdugdo Geral. Além disso, na avaliagdo de métodos de estudo da sensibilizagdo cutanea
que ndo utilizem animais, deve ter-se em mente que o método LLNA e outros ensaios com
animais podem nao refletir de forma adequada a situagdo no ser humano.

Os dados atualmente disponiveis demonstram que o método U-SENS™ ¢ aplicavel a
produtos quimicos em estudo (incluindo ingredientes cosméticos, tais como conservantes,
tensioativos, substancias ativas, corantes) abrangendo diversos grupos funcionais
organicos, propriedades fisico-quimicas, poténcia de sensibilizagdo cutinea (tal como
determinadas por estudos in vivo) e o espetro de mecanismos de reagdo que se sabe
estarem associados a sensibilizagdo cutdnea (ou seja, aceitador de Michael, formacao de
base de Schiff, agente acilante, substituicdo nucleofila bimolecular [SN2] ou substitui¢ao
nucledfila aromatica [SNAr]) (1) (8) (9) (10). O método de ensaio U-SENS™ ¢ aplicavel a
produtos quimicos que sejam soluveis ou que formem uma dispersdo estavel (ou seja, um
coloide ou uma suspensdo em que o produto quimico nao se deposite nem se separe do
solvente/veiculo formando diferentes fases) num solvente/veiculo adequado (ver ponto 13).
Os produtos quimicos constantes da base de dados assinalados como pré-haptenos
(substancias ativadas por oxidagdo) ou prd-haptenos (substancias que requerem ativagao
enzimatica, por exemplo através de enzimas P450) foram corretamente previstos pelo
ensaio U-SENS™ (1) (10). As substancias capazes de provocar a rutura de membranas
podem produzir resultados falsos positivos, devido a um aumento ndo especifico da
expressdo de CD86. Com efeito, trés dos sete falsos positivos em relag@o a classificacdo de
referéncia in vivo eram tensioativos (1). Por isso, os resultados positivos com tensioativos
devem ser tratados com prudéncia, enquanto os resultados negativos com tensioativos
podem continuar a ser utilizados para apoiar a identificagdo do produto quimico em estudo
como ndo sensibilizante. E possivel avaliar produtos quimicos em estudo fluorescentes
com o U-SENS™ (1). No entanto, os produtos fortemente fluorescentes que emitem no
mesmo comprimento de onda que o isotiocianato de fluoresceina (FITC) ou que o iodeto
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de propidio (IP) provocam interferéncia com a detecdo por citometria de fluxo, pelo que
ndo podem ser corretamente avaliados utilizando anticorpos conjugados com FITC
(potenciais falsos negativos) ou IP (viabilidade nao mensurdvel). Neste caso, ¢ possivel
recorrer, respetivamente, a outros anticorpos marcados com fluorocromos ou a outros
marcadores de citotoxicidade, desde que seja possivel demonstrar que produzem resultados
semelhantes aos dos anticorpos marcados com FITC ou com IP (ver ponto 18), por
exemplo testando as substancias para demonstracdo de competéncia indicadas no
apéndice 2.2. A luz do que precede, os resultados positivos com tensioativos e 0s
resultados negativos com produtos quimicos em estudo fortemente fluorescentes devem ser
interpretados no contexto das limitagcdes indicadas e em conjunto com outras fontes de
informacdo no dmbito da IATA. Nos casos em que seja demonstrado que o ensaio U-
SENS™ n3o ¢ aplicavel a outras categorias especificas de produtos quimicos em estudo,
este ensaio ndo deve ser utilizado para essas categorias especificas.

5. Tal como descrito acima, o ensaio U-SENS™ ajuda a distinguir os sensibilizantes cutaneos
dos ndo sensibilizantes. No entanto, quando utilizado no ambito de abordagens integradas
do tipo IATA, pode também contribuir para a avaliagdo do potencial de sensibilizacdo.
Contudo, ¢ necessario continuar a trabalhar, de preferéncia com base em dados humanos,
para determinar o modo como os resultados do U-SENS™ poderao vir a ser uteis para este
tipo de avaliagdo.

6. Apresentam-se defini¢des no apéndice 2.1.

PRINCIPIO DO ENSAIO

7. O método U-SENS™ ¢ um ensaio in vitro que permite quantificar as variagdes da
expressao do marcador de superficie celular CD86 numa linha celular do linfoma
histiocitico humano — as células U937— apds uma exposi¢do de 45 + 3 horas ao produto
quimico em estudo. O marcador de superficie CD86 ¢ um marcador tipico de ativacao das
células U937. Trata-se de uma molécula de coestimulacdo conhecida por ser capaz de
simular a ativa¢gdo monocitaria, o que desempenha um papel critico na ativacdo das
células T. As variagdes na expressdo do marcador de superficie celular CD86 sao medidas
por citometria de fluxo apds coloragdo das células, geralmente com anticorpos marcados
com isotiocianato de fluoresceina (FITC). A citotoxicidade ¢ medida em paralelo (por
exemplo, utilizando IP), a fim de determinar se a ativagdo da expressdo do marcador de
superficie celular CD86 ocorre a concentracdes subcitotdoxicas. O indice de estimulagdo
(IE) do marcador de superficie celular CD86, em comparagdo com o do controlo do
solvente/veiculo, ¢ calculado e utilizado no modelo preditivo (ver ponto 19) para ajudar a
distinguir os sensibilizantes dos ndo sensibilizantes.
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DEMONSTRACAO DE COMPETENCIA

8.

Antes de utilizarem, por rotina, o ensaio descrito no presente apéndice do método de
ensaio B.71, os laboratorios devem demonstrar a sua competéncia técnica utilizando as dez
substancias enumeradas no apéndice 2.2, em conformidade com as boas praticas para os
métodos in vitro (11). Além disso, os utilizadores do ensaio devem manter uma base de
dados histéricos dos controlos de reatividade (ver ponto 11), obtidos com o controlo
positivo e com o controlo do solvente/veiculo (ver pontos 15 e 16), e utilizar esses dados
para confirmar que a reprodutibilidade do método de ensaio no seu laboratorio ¢ mantida
ao longo do tempo.

PROCEDIMENTO

9.

O presente método de ensaio baseia-se no protocolo n.° 183 do servico de base de dados
sobre os métodos alternativos a experimentagdo em animais (DB-ALM — DataBase
service on ALternative Methods to animal experimentation) U-SENS™ (12). Devem
utilizar-se procedimentos operacionais normalizados (PON) aquando da implementacdo e
utilizacdo do método de ensaio U-SENS™ em laboratério. Pode utilizar-se um sistema
automatizado para executar o método de ensaio U-SENS™ se for possivel demonstrar que
produz resultados semelhantes, por exemplo testando as substancias enumeradas no
apéndice 2.2. Segue-se uma descri¢do dos principais elementos e procedimentos do método
U-SENS™,

Preparacio das células

10. Para a realizagdo do ensaio U-SENS™, deve utilizar-se a linha celular do linfoma

1.

histiocitico humano, U937 (13). As células (clone CRL1593.2) devem ser obtidas junto de
um banco de células reconhecido, como a American Type Culture Collection.

As células U937 sdo cultivadas a 37 °C numa atmosfera humidificada a 5 % CO2, em meio
RPMI-1640 complementado com 10 % de soro fetal de vitelo (SFV), 2 mM de
L-glutamina, 100 unidades/ml de penicilina e 100 pg/ml de estreptomicina (meio
completo). As células U937 sdo passadas regularmente a cada 2-3 dias a uma densidade de
1,5 ou 3 x 10° células/ml, respetivamente. A densidade celular ndo deve exceder 2 x 10°
células/ml e a viabilidade celular medida pela exclusdo do azul de Trypan deve ser > 90 %
(ndo deve aplicar-se na primeira passagem apos descongelacdo). Antes de ser utilizado
para o ensaio, cada lote de células, de SFV ou de anticorpos deve ser qualificado mediante
a realizacdo de um controlo de reatividade. O controlo de reatividade das células deve ser
efetuado com o  controlo  positivo, o  4cido  picrilsulfénico  (&cido
2,4,6-trinitrobenzenossulfonico: TNBS) (n.° CAS 2508-19-2, pureza >99 %) e com o
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controlo negativo, o acido lactico (n.° CAS 50-21-5, pureza > 85 %), pelo menos uma
semana apoOs a descongelagdo. O controlo de reatividade deve ser efetuado com seis
concentragdes finais para cada um dos dois controlos (TNBS: 1, 12.5, 25, 50, 75,
100 pg/ml e acido lactico: 1, 10, 20, 50, 100, 200 pg/ml). O TNBS dissolvido no meio
completo deve produzir uma resposta positiva para o CD86, relacionada com a
concentracgdo (por exemplo, quando uma concentragdo positiva, IE CD86 > 150, ¢ seguida
por uma concentracdo com um IE CD86 crescente); o acido lactico dissolvido no meio
completo deve produzir uma resposta negativa para o CD86 (ver ponto 21). Apenas devem
ser utilizados para o ensaio os lotes de células que tenham passado duas vezes o controlo
de reatividade. As células podem ser propagadas até sete semanas apos a descongelagdao. O
nimero de passagens ndo deve exceder 21. O controlo de reatividade deve ser efetuado de
acordo com os procedimentos descritos nos pontos 18 a 22.

Para o ensaio, as células U937 sdo inoculadas a uma densidade de 3 x 103 células/ml ou 6
x 10° células/ml e pré-cultivadas em frascos de cultura durante dois dias ou um dia,
respetivamente. Podem utilizar-se condi¢des de pré-cultura diferentes das descritas acima,
desde que a escolha seja suficientemente fundamentada do ponto de vista cientifico e seja
possivel demonstrar que produz resultados semelhantes, por exemplo testando as
substancias enumeradas no apéndice 2.2. No dia do ensaio, as células colhidas do frasco de
cultura sdo novamente colocadas em suspensio num meio de cultura fresco a uma
densidade de 5 x 10° células/ml. Em seguida, distribuem-se as células numa placa de 96
pogos de fundo plano com 100 ul (densidade celular final de 0,5 x 10° células/pogo).

Preparacio dos produtos quimicos em estudo e das substiancias de controlo

13.

14

A avaliagdo da solubilidade deve ser efetuada antes do ensaio. Para este efeito, os produtos
quimicos em estudo sdo dissolvidos ou dispersos de forma estavel a uma concentracdo de
50 mg/ml, escolhendo de preferéncia como solvente o meio completo ou, como segunda
opcao de solvente/veiculo, o dimetilsulfoxido (DMSO, pureza > 99 %), se o produto
quimico em estudo ndo for solivel no meio completo. Para o ensaio, dissolve-se o produto
quimico em estudo até uma concentragdo final de 0,4 mg/ml no meio completo, se o
produto quimico for soluvel neste solvente/veiculo. Se apenas for solivel em DMSO, ¢
dissolvido a uma concentragdo de 50 mg/ml. E possivel utilizar solventes/veiculos
diferentes dos descritos, desde que a escolha seja fundamentada do ponto de vista
cientifico. Deve ser tida em conta a estabilidade do produto quimico em estudo no
solvente/veiculo final.

. Os produtos quimicos em estudo e as substancias de controlo sdo preparados no dia do

ensaio. Uma vez que ndo ¢ realizado um ensaio de determina¢do da dose, devem testar-se,
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para a primeira execucao, seis concentragdes finais (1, 10, 20, 50, 100 ¢ 200 pg/ml) no
solvente/veiculo correspondente, quer no meio completo, quer em DMSO a 0,4 % no meio.
Para as execugdes seguintes, partindo das solugdes do produto quimico em estudo a uma
concentracao de 0,4 mg/ml em meio completo, ou de 50 mg/ml em DMSO, preparam-se
pelo menos quatro solucdes de trabalho (ou seja, pelo menos quatro concentracdes)
utilizando o solvente/veiculo correspondente. Para terminar, as solugdes de trabalho sdo
utilizadas para o tratamento, acrescentando um volume igual de células U937 em
suspensao (ver ponto 11 supra) ao volume da solugdo de trabalho na placa para obter uma
dilui¢ao suplementar de fator 2 (12). As concentragdes (pelo menos quatro) para eventuais
execucoes suplementares sao selecionadas com base nos resultados individuais de todas as
execucoes anteriores (8). As concentracdes finais utilizaveis sao 1, 2, 3, 4, 5, 7.5, 10, 12.5,
15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 140, 160, 180 e 200 pg/ml. A
concentracao final maxima ¢ de 200 pg/ml. Se for obtido um valor positivo para CD86 a
1 pg/ml, convém avaliar 0,1 pg/ml para encontrar a concentragdo do produto quimico em
estudo que ndo transpde o limiar de positividade de CD86. Para cada execugdo, calcula-se
o valor CE150 (concentragdo a qual um produto quimico atinge o limiar de positividade de
150 % para CD86, ver ponto 19) se for observada uma resposta positiva para CD86
dependente da concentragdo. Se o produto quimico em estudo induzir uma resposta
positiva para CD86 nao relacionada com a concentrag¢do, o célculo do valor CE150 pode
ndo ser pertinente, tal como descrito no protocolo DB-ALM n.° 183 U-SENS™ (12). Para
cada execucado, ¢ calculado, sempre que possivel, o valor CV70 (concentracdo a qual um
produto quimico atinge o limiar de citotoxicidade de 70 %, ver ponto 19) (12). Para avaliar
o efeito de resposta ligada a concentragdo do aumento de CD86, quaisquer concentragdes
escolhidas entre as concentracdes utilizdveis devem ser repartidas uniformemente entre a
CE150 (ou a concentracdo mais elevada ndo citotoxica negativa para CD86) e a CV70 (ou
a concentragdo mais elevada permitida, ou seja, de 200 pg/ml). Para efeitos de
comparacdo, devem testar-se, no minimo, quatro concentragdes por execu¢do sendo, pelo
menos, duas concentragdes comuns a execugdo ou execugdes anteriores.

O controlo do solvente/veiculo utilizado no ensaio U-SENS™ ¢ o meio completo — para os
produtos quimicos em estudo dissolvidos ou em dispersdo estavel, ver ponto 4 — ou o
DMSO a 0,4 % em meio completo — para os produtos quimicos em estudo dissolvidos ou
em dispersao estavel em DMSO.

O controlo positivo utilizado no ensaio U-SENS™ ¢ o TNBS (ver ponto 11), preparado em
meio completo. O TNBS deve ser utilizado como controlo positivo para a medi¢do da
expressdao de CD86 a uma concentracdo final unica na placa (50 pg/ml) que produza uma
viabilidade celular > 70 %. Para obter uma concentracao de 50 pg/ml de TNBS na placa,
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prepara-se uma solu¢do-mae de TNBS a 1 M (ou seja, 293 mg/ml) em meio completo,
antes de proceder a uma dilui¢ao por um fator de 2930 no meio completo até se obter uma
solucdo de trabalho a 100 pg/ml. O &cido lactico (AL, CAS 50-21-5) deve ser utilizado
como controlo negativo, dissolvido a 200 pg/ml no meio completo, a partir de uma
solucdo-mae a 0,4 mg/ml. Em cada placa de cada execucdo, preparam-se trés replicados de
meio completo controlo ndo tratado, o controlo do solvente/veiculo e os controlos negativo
e positivo (12). Podem utilizar-se outros controlos positivos adequados se houver dados
histéricos que permitam definir critérios de aceitacdo compardveis para a execucdo. Os
critérios de aceitagao da execucdo sao idénticos aos descritos para o produto quimico em
estudo (ver ponto 12).

Aplicacio dos produtos quimicos em estudo e das substancias de controlo

17. O controlo do solvente/veiculo ou as solugdes de trabalho descritas nos pontos 14 a 16 sdo
misturados na propor¢ao 1:1 (v/v) com as suspensdes de células preparadas na placa de
96 pogos de fundo plano (ver ponto 12). As placas tratadas sdo, em seguida, incubadas
durante 45 + 3 horas a 37 °C, 5 % COa». Antes da incubacao, as placas sdo seladas com uma
membrana semipermeavel, para evitar a evaporagdo de produtos quimicos em estudo
volateis e a contaminagdo cruzada entre células tratadas com os produtos quimicos em
estudo (12).

Coloracao celular

18. Apdés 45 +3 horas de exposi¢do, as células sdo transferidas para uma placa de
microtitulacdo de fundo cénico e recolhidas por centrifugagdo. A interferéncia de
solubilidade ¢ definida pela presenca de cristais ou gotas visiveis ao microscopio 45
+ 3 horas ap0s o tratamento (antes da coloracao celular). Os sobrenadantes sdo rejeitados e
as restantes células sdo lavadas uma vez com 100 pul de um tampao fosfato salino (TFS)
gelado contendo 5 % de soro fetal de vitelo (tampao de coloragdo). Apods centrifugacao, as
células sdo novamente colocadas em suspensdo em 100 pl de tampao de coloragdo e
coradas com 5 pul (ou seja, 0,25 pg) de anticorpos anti-CD86 ou anticorpos de ratinho
(isotipo) IgG1 marcados com FITC a 4 °C durante 30 minutos, ao abrigo da luz. Devem
utilizar-se os anticorpos descritos no protocolo DB-ALM n.° 183 U-SENS™ (12) (para
CD86: BD-PharMingen #555657 Clone: Fun-1, ou Caltag/Invitrogen # MHCD8601 Clone:
BU63; e para IgGl: BD-PharMingen #555748, ou Caltag/Invitrogen # GM4992). A
experiéncia adquirida aquando do desenvolvimento do ensaio indica que a intensidade da
fluorescéncia dos anticorpos ¢ geralmente coerente entre diferentes lotes. E possivel
utilizar para o ensaio outros clones ou fornecedor dos anticorpos que tenham passado o
controlo de reatividade (ver o ponto 11). No entanto, os utilizadores podem ponderar a
possibilidade de proceder a titulagdo dos anticorpos em condig¢des laboratoriais proprias, a
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fim de definir a concentragao mais adequada. Podem utilizar-se outros sistemas de detecao,
por exemplo anticorpos anti-CD86 marcados por outros fluorocromos, desde que seja
possivel demonstrar que produzem resultados semelhantes aos anticorpos conjugados por
FITC, por exemplo testando as substancias enumeradas no apéndice 2.2. Apods duas
lavagens com 100 pl de tampao de coloracdo e uma lavagem com 100 pl de TFS gelado, as
células sdo novamente colocadas em suspensdo em TFS gelado (por exemplo, 125 pl para
as amostras a analisar manualmente tubo a tubo, ou 50 ul para uma placa de
auto-amostragem) e acrescenta-se a solucdo de IP (concentragdo final: 3 pg/ml). Podem
utilizar-se outros marcadores de citotoxicidade, tais como a 7-aminoactinomicina D
(7-AAD) ou o azul de Trypan, desde que se possa demonstrar que produzem resultados
semelhantes ao IP, por exemplo testando as substancias enumeradas no apéndice 2.2.

Analise por citometria de fluxo

19. O nivel de expressdo de CD86 e a viabilidade celular sdo analisados por citometria de
fluxo. As células sdo dispostas num grafico de pontos a escala logaritmica de acordo com o
seu tamanho (FSC) e granularidade (CSS), a fim de identificar claramente a populagdo
numa primeira janela R1 e eliminar os residuos. O objetivo consiste em adquirir
10 000 células na janela R1 para cada poco. As células pertencentes a uma mesma janela
R1 sdo representadas num grafico de pontos FL3 ou FL4/CSS. As células viaveis sao
identificadas tracando uma segunda janela R2 de selecdo da populagdo celular negativa
para o iodeto de propidio (canais FL3 ou FL4). Pode calcular-se a viabilidade celular pelo
programa de analise do citometro utilizando a equacdo indicada em baixo. Se a viabilidade
celular for baixa, devem ser adquiridas, no maximo, 20 000 células, incluindo células
mortas. Uma outra opg¢ao consiste em adquirir os dados durante um minuto ap6s o inicio da
analise.

Numero de células vivas

Viabilidade celular = X 100

Numero total de células adquiridas

A percentagem das células FL1-positivas €, em seguida, medida entre as células viaveis
retidas em R2 (dentro de R1). A expressdao de CD86 na superficie celular ¢ analisada através
de um grafico de pontos FL1/CSS em células viaveis (R2).

No caso dos pogos que contém meio completo/IgG1l, o marcador de andlise ¢ fixado
proximo da populagdo principal, de modo a que os controlos em meio completo apresentem

um valor IgG1 na zona alvo de 0,6 a 0,9 %.

A interferéncia de cor ¢ definida como uma transferéncia da dispersdo correspondente aos
IgG1 marcados com FITC (médio geométrica de IE IgG1 FL1 > 150 %)).
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O indice de estimulacdo (IE) de CD86 para as células de controlo (ndo tratadas ou em
DMSO a 0,4 %) e para as células tratadas com produtos quimicos ¢ calculado pela seguinte
equacao:

% de células tratadas CD86T—% de células tratadas 1gG1t

% de células de controlo CD86% —% de células de controlo 1gG1*

S.I.= x 100

% de células de controlo ndo tratadas IgGl™: percentagem de células FLI-positivas
reconhecidas pelo IgGl que ultrapassam o marcador de andlise (intervalo de aceitagdo
>0,6 % e < 1,5 %, ver ponto 22) entre as células viaveis ndo tratadas.

% de células de controlo IgGl'/células tratadas CD86": percentagem de células FLI-
positivas reconhecidas pelo IgG1/CD86 medida sem deslocar o marcador de anélise, entre
as células vidveis de controlo/tratadas.

DADOS E RELATORIOS

Avaliacio dos dados

20. Os parametros seguintes sdo calculados no ensaio U-SENS™: valor CV70, isto ¢, a
concentracdo que produz uma sobrevivéncia de 70 % das células U937 (30 % de
citotoxicidade) e o valor CE150, ou seja, a concentracdo a qual os produtos quimicos em
estudo induzem um indice de estimulacdo (IE) de CD86 de 150 %.

O valor CV70 ¢ calculado por interpolagdo linear logaritmica utilizando a seguinte equacao:
CV70=Cl1+[(V1-70)/(V]1-V2)*(C2-Cl1)]

em que:
V1 ¢ o valor minimo de viabilidade celular superior a 70 %
V2 é o valor maximo de viabilidade celular inferior a 70 %

C1 e C2 sdo as concentragdes que provocam os valores de viabilidade celular V1 e V2,
respetivamente.

V1

70 |,
V2 o

v
Cl CVi0 C2

Podem ser utilizadas outras abordagens para calcular o valor CV70, desde que fique
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demonstrado que tal ndo tem qualquer impacto nos resultados — por exemplo, testando as
substancias para demonstra¢ao de competéncia.

O valor CE150 ¢ calculado por interpolacdo linear logaritmica utilizando a seguinte
equacao:

CE150=C1 +[(150 —IE 1)/ (IE2 —IE 1) * (C2 — C1)]

Em que:
C1 ¢ a concentrag@o mais elevada em pg/ml com um IE CD86 < 150 % (IE 1)

C2 ¢ a concentracdo mais baixa em pg/ml com um IE CD86 > 150 % (IE 2)

CD86-1eG1 S.I.

S.12
150 —| =iy

S.I1

Cl __ECI5S0 C2

Os valores CE150 e CV70 sao calculados

- para cada execugdo: os valores CE150 e CV70 sdo utilizados como ferramentas para
investigar o efeito de resposta ligada a concentracdo do aumento de CD86 (ver ponto 14);

- o valor CV70 global ¢ determinado em fun¢do da viabilidade média (12);

- o valor CE150 global de um produto quimico em estudo que se preveja POSITIVO com o
ensaio U-SENS™ ¢ determinado em fungdo dos valores médios de IE CD86 (ver
ponto 21) (12).

Modelo preditivo

21. Para a medi¢ao de expressdo CD86, cada produto quimico em estudo € testado em, pelo
menos, quatro concentracdes e em, pelo menos, duas execucdes independentes (efetuadas
em dias diferentes) para chegar a uma previsao unica (NEGATIVO ou POSITIVO).

- A conclusdo individual de uma execucdo do ensaio U-SENS™ ¢ considerada negativa (a
seguir designada por N) se o IE de CD86 for inferior a 150 % a todas as concentragdes ndo
citotoxicas (viabilidade celular > 70 %) e se ndo for observada nenhuma interferéncia
(citotoxicidade, solubilidade: ver ponto 18, ou cor: ver ponto 19, independentemente das
concentracdes nao citotoxicas as quais a interferéncia ¢ detetada). Em todos os outros
casos (para um IE de CD86 superior ou igual a 150 % e/ou interferéncias observadas), a

479



D060575/02

conclusdo individual de uma execucao do ensaio U-SENS™ ¢ considerada positiva, sendo
a seguir designada por P.

- Uma previsao U-SENS™ ¢ considerada NEGATIVA se, pelo menos, duas execugdes
independentes forem negativas (N) (figura 1). Se as duas primeiras execucdes forem
negativas (N), a previsdo U-SENS™ ¢ considerada NEGATIVA e ndo ¢ necessario
proceder a uma terceira execugao.

- Uma previsdo U-SENS™ ¢ considerada POSITIVA se, pelo menos, duas execucdes
independentes forem positivas (P) (figura 1). Se as duas primeiras execugdes forem
positivas (P), a previsdo U-SENS™ ¢ considerada POSITIVA e ndo ¢ necessario proceder
a uma terceira execucao.

- Uma vez que ndo ¢ realizado um ensaio de determinagdo da dose, ha uma excecdo se, na
primeira execucao, o IE de CD86 for superior ou igual a 150 % apenas a concentracdo nao
citotoxica mais elevada. Neste caso, a execugdo ¢ considerada INCONCLUSIVA (NC),
devendo testar-se, em execugdes suplementares, concentragdes adicionais (entre a
concentracdo mais elevada nao citotdxica e a concentra¢do mais baixa citotoxica — ver
ponto 20). Se uma execucdo for identificada como NC, convém realizar pelo menos duas
execugdes suplementares, e uma quarta execugdo caso os resultados das execugdes 2 ¢ 3
ndo sejam concordantes (N e/ou P, a titulo independente) (figura 1). As execugdes
seguintes serdo consideradas positivas mesmo que apenas uma das concentragdes nao
citotoxicas dé um valor de CD86 superior ou igual a 150 %, uma vez que os parametros de
concentracdo foram adaptados especificamente a este produto quimico em estudo. A
previsdo final basear-se-& no resultado maioritdrio das trés ou quatro execugdes
individuais (ou seja, 2 de 3 ou 2 de 4) (figura 1).

Figura 1: Modelo preditivo utilizado no ensaio U-SENS™. Uma previsdo por U-SENS™ deve ser

considerada no ambito de uma IATA e em conformidade com o disposto no ponto 4 e nos pontos 7, 8 ¢ 9
da Introducao Geral.
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N: Execugdo sem resultado positivo para CD86 nem interferéncia observada.

P: Execugdo com resultado positivo para CD86 e/ou interferéncia(s) observada(s).

NC: Inconclusivo. Primeira execugdo inconclusiva se CD86 for positivo apenas a concentragdo ndo citotoxica

mais elevada.

#: Um resultado individual inconclusivo (NC) atribuido apenas aquando da primeira execugdo requer
automaticamente uma terceira execugdo para chegar a uma maioria de conclusdes positivas (P) ou negativas (N)

em pelo menos duas de trés execugdes independentes.

$: As caixas mostram as combinagdes pertinentes de resultados das trés execugdes com base nos resultados

obtidos nas duas primeiras execugdes indicados na caixa acima.

°: As caixas mostram as combinagdes pertinentes de resultados das quatro execugdes com base nos resultados

obtidos nas trés primeiras execugdes indicados na caixa acima.

Critérios de aceitacao
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22. Ao utilizar o método de ensaio U-SENS™ devem respeitar-se os critérios de aceitacao a
seguir indicados (12).

- Apds uma exposicdo de 45 + 3 horas, a viabilidade média dos trés replicados de células
U937 ndo tratadas deve ser > 90 % e ndo deve observar-se qualquer deriva da expressdo de
CD86. A expressao basal de CD86 nas células U937 nao tratadas deve estar compreendida
entre > 2 % e <25 %.

- Se o solvente utilizado for o DMSO, a sua validade como controlo do veiculo € avaliada
calculando o IE do DMSO em comparagdo com o das células ndo tratadas, devendo a
viabilidade média dos trés replicados de células ser > 90 %. O controlo de veiculo DMSO
¢ valido se o IE médio de CD86 nos trés replicados de DMSO for inferior a 250 % do 1E
médio de CD86 nos trés replicados de células U937 ndo tratadas.

- As execugOes sdo consideradas validas se, pelo menos, dois dos trés valores IgG1 das
células U937 nao tratadas forem > 0,6 % e < 1,5 %.

- O controlo negativo testado em paralelo (4cido lactico) ¢ considerado valido se, pelo
menos, dois dos trés replicados forem negativos (IE CD86 < 150 %) e ndo citotoxicos
(viabilidade celular > 70 %).

- O controlo positivo (TNBS) ¢ considerado valido se pelo menos dois dos trés replicados

forem positivos (IE CD86 > 150 %) e ndo citotoxicos (viabilidade celular > 70 %).

Relatorio de ensaio

23. O relatério de ensaio deve incluir as informagdes indicadas a seguir.

Produto quimico em estudo

Substancia monocomponente

- Identificagcdo quimica, como o(s) nome(s) [IUPAC ou CAS, o(s) nimero(s) CAS, o codigo
SMILES ou InChl, a férmula estrutural e/ou outros identificadores;

- Aspeto fisico, solubilidade no meio completo, solubilidade em DMSO, massa molecular e
outras propriedades fisico-quimicas relevantes, se disponiveis;

- Grau de pureza, identidade quimica das impurezas, conforme adequado e exequivel, etc.;
- Pré-tratamento, se for o caso (aquecimento ou moagem, por exemplo);
- Concentragao(0es) testada(s);

- Condicdes de armazenagem e de estabilidade, se conhecidas;
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Justificacao da escolha do solvente/veiculo para cada produto quimico em estudo.

Substancia multicomponentes, UVCB e mistura:

Caracterizagdo, tanto quanto possivel, por exemplo, por identidade quimica (ver supra),
pureza, ocorréncia quantitativa e propriedades fisico-quimicas relevantes (ver supra) dos
componentes, na medida em que estejam disponiveis;

Aspeto fisico, solubilidade no meio completo, solubilidade em DMSO e outras
propriedades fisico-quimicas relevantes, na medida em que estejam disponiveis;

Massa molecular, ou massa molecular aparente no caso de misturas/polimeros de
composigoes conhecidas, ou outras informacgdes relevantes para a realiza¢ao do estudo;

Pré-tratamento, se for o caso (aquecimento ou moagem, por exemplo);
Concentragao(0es) testada(s);
Condigdes de armazenagem e de estabilidade, se conhecidas;

Justificagdo da escolha do solvente/veiculo para cada produto quimico em estudo.

Controlos

Controlo positivo

Identificacdo quimica, como o(s) nome(s) IUPAC ou CAS, o(s) numero(s) CAS, o cddigo
SMILES ou InChl, a féormula estrutural e/ou outros identificadores;

Aspeto fisico, solubilidade em DMSO, massa molecular e outras propriedades fisico-
quimicas, se conhecidas e se pertinente;

Grau de pureza, identidade quimica das impurezas, conforme adequado e exequivel, etc.;
Pré-tratamento, se for o caso (aquecimento ou moagem, por exemplo);

Concentragao(oes) testada(s);

Condig¢des de armazenagem e de estabilidade, se conhecidas;

Referéncia ao historial dos resultados dos controlos positivos que demonstrem o

cumprimento dos critérios de aceitagdo da execucao, se aplicavel.

Controlo negativo e controlo do solvente/veiculo

Identificagdo quimica, como o(s) nome(s) [IUPAC ou CAS, o(s) numero(s) CAS, o codigo
SMILES ou InChl, a férmula estrutural e/ou outros identificadores;
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Grau de pureza, identidade quimica das impurezas, conforme adequado e exequivel, etc.;

Aspeto fisico, massa molecular e outras propriedades fisico-quimicas pertinentes, caso seja
utilizado um solvente/veiculo diferente dos mencionados nas orientagdes de ensaio, na
medida em que estejam disponiveis;

Condigdes de armazenagem e de estabilidade, se conhecidas;

Justificagdo da escolha do solvente/veiculo para cada produto quimico em estudo.

Condigoes de ensaio

Nome ¢ endereco do promotor, do laboratorio e do diretor do estudo;
Descrigdo do método de ensaio utilizado;

Linha celular utilizada, respetivas condi¢des de armazenamento e origem (por exemplo,
instalacdo de onde provém as células);

Citometria de fluxo utilizada (por exemplo, modelo), incluindo parametros dos
instrumentos, anticorpos e marcador de citotoxicidade utilizados;

Procedimento utilizado para demonstrar as competéncias do laboratorio na realizagao do
ensaio, mediante o teste de substancias para demonstragdo de competéncia, e
procedimento utilizado para demonstrar a reprodutibilidade do desempenho do ensaio ao
longo do tempo, por exemplo dados historicos do controlo e/ou dados historicos dos
controlos de reatividade.

Critérios de aceita¢do do ensaio

Viabilidade celular e valores IE CD86 obtidos com o controlo do solvente/veiculo, em
compara¢do com os intervalos de aceitagao;

Viabilidade celular e valores IE obtidos com o controlo positivo, em comparacdo com o0s
intervalos de aceitagao;

Viabilidade celular de todas as concentracdes testadas do produto quimico em estudo.

Procedimento de ensaio

Numero de execucoes realizadas;

Concentragdes do produto quimico em estudo, aplica¢do e tempo de exposigdo utilizado
(se diferente do recomendado);

Duracao da exposigao,

Descricao dos critérios de avaliagdo e de decisdo utilizados;
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- Descrigao de eventuais modificagdes do procedimento de ensaio.

Resultados

- Quadro com os dados, incluindo o valor CV70 (se pertinente), IE, valores de viabilidade
celular, valores CE150 (se pertinente) obtidos para o produto quimico em estudo e para o
controlo positivo em cada execugdo, bem como uma indicagao da classificagdo do produto
quimico em estudo segundo o modelo preditivo;

- Descrigao de quaisquer outras observagoes pertinentes, se for caso disso.

Discussao dos resultados

- Discussio dos resultados obtidos com o método U-SENS™;

- Analise dos resultados do ensaio no contexto de uma IATA, caso se disponha de outras
informacdes pertinentes.

Conclusoes
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Apéndice 2.1

DEFINICOES

Precisdo: Grau de acordo entre os resultados do ensaio e os valores de referéncia aceites.
Trata-se de uma medida do desempenho do ensaio e de um dos aspetos da sua pertinéncia.
Este termo e o termo «concordancia» sdo muitas vezes utilizados indistintamente para
indicar a propor¢ao de resultados corretos de um ensaio (14).

AOQOP (Adverse Outcome Pathway — via determinante dos efeitos nocivos): Sequéncia de
eventos que parte da estrutura quimica de um produto quimico alvo ou de um grupo de
produtos quimicos analogos, passa pelo evento molecular iniciador, e resulta num resultado
com consequéncias in vivo (15).

Resposta de CD86 ligada a concentragao: O efeito ¢ dependente da concentragdo (ou
resposta ligada a concentragdo) quando uma concentragdo positiva (IE CD86 > 150) ¢
seguida de uma concentra¢do com um IE CD86 ainda maior.

Produto quimico: Uma substancia ou mistura.
CV70: Concentragdo estimada que apresenta uma viabilidade celular de 70 %.

Deriva: A deriva é definida pelo seguinte: i) valor corrigido %CD86" do replicado 3 do
controlo ndo tratado ¢ inferior a 50 % da média corrigida do valor %CD86" dos replicados 1
e 2 do controlo ndo tratado; e ii) valor corrigido %CD86" do replicado 3 do controlo
negativo ¢ inferior a 50 % da média corrigida do valor %CD86" dos replicados 1 e 2 do
controlo negativo.

CE150: Concentracdes estimadas que apresentam um IE de 150 % para a expressao de
CDs86.

Citometria de fluxo: Técnica citométrica na qual células em suspensao num fluido passam,
uma a uma, por um foco de excitacdo luminosa, disperso em padrdes caracteristicos das
células e dos seus componentes; as c€lulas sdo frequentemente marcadas com marcadores
fluorescentes, para que a luz seja primeiro absorvida e depois emitida a uma frequéncia
diferente.

Perigo: Propriedade intrinseca de um agente, ou de uma situagdo, suscetivel de causar
efeitos nocivos quando um organismo, sistema ou (sub)populacdo € exposto ao agente em
causa.

IATA (Integrated Approach to Testing and Assessment — abordagem integrada de
ensaio e avaliacdo): Abordagem estruturada utilizada para a identificagdo (potencial) e
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caracterizacao (poténcia) do perigo e/ou para a avaliagcdo da seguranca (potencial/poténcia e
exposi¢ao) de um produto quimico ou grupo de produtos quimicos, que integra e pondera,
de forma estratégica, todos os dados pertinentes com o objetivo de ser tida em conta numa
decisdo regulamentar sobre o potencial perigo e/ou risco e/ou a necessidade de realizar
ensaios complementares especificos.

Mistura: Uma mistura ou solugdo composta por duas ou mais substancias.

Substiancia monocomponente: Uma substancia, definida pela sua composicdo quantitativa,
da qual um dos principais componentes esta presente num teor de, pelo menos, 80 % (m/m).

Substincia multicomponentes: Uma substincia, definida pela sua composi¢do
quantitativa, da qual mais do que um dos principais componentes estd presente numa
concentragao > 10 % (m/m) e < 80 % (m/m). As substancias multicomponentes resultam de
processos de fabrico. A diferenca entre uma mistura e uma substancia multicomponentes ¢
que a primeira se obtém misturando duas ou mais substincias, sem reacdo quimica. As
substancias multicomponentes resultam de reagdes quimicas.

Controlo positivo: Replicado que contém todos os componentes de um sistema de ensaio e
foi tratado com uma substincia conhecida por induzir uma resposta positiva. Para que seja
possivel determinar a variabilidade no tempo da resposta do controlo positivo, a magnitude
da resposta positiva ndo deve ser excessiva.

Pré-haptenos: Produtos quimicos que se tornam sensibilizantes por transformacao abiodtica,
por exemplo por oxidagao.

Pro-haptenos: Produtos quimicos que requerem ativagdo enzimatica para exercerem
potencial de sensibilizagdo cutanea.

Pertinéncia: Descricdo da relagdo do ensaio com o efeito em estudo e da adequagdo e
utilidade do ensaio para um fim especifico. Traduz a medida em que o ensaio mede ou prevé
corretamente o efeito bioldogico em causa. A pertinéncia tem em conta a precisao
(concordancia) de um ensaio (14).

Fiabilidade: Indica em que medida um ensaio pode ser reproduzido ao longo do tempo num
mesmo laboratério e entre laboratérios, utilizando o mesmo protocolo. Para a avaliar,
calcula-se a reprodutibilidade intralaboratorial e interlaboratorial, bem como a repetibilidade
intralaboratorial (14).

Execucao: Consiste em testar um ou mais produtos quimicos em estudo simultaneamente
com um controlo do solvente/veiculo e com um controlo positivo.

Sensibilidade: Proporcao de todos os produtos quimicos positivos/ativos que sao
corretamente classificados pelo ensaio. Permite medir a precisdo de um ensaio que produz
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resultados categoricos € ¢ um aspeto importante a ter em conta na avaliacdo da pertinéncia
de um ensaio (14).

IE: Indice de estimulacdo. Valores relativos da média geométrica da intensidade de
fluorescéncia das células tratadas com o produto quimico em comparagao com as células
tratadas com o solvente.

Controlo do solvente/veiculo: Amostra ndo tratada que contém todos os componentes de
um sistema de ensaio, com exce¢do do produto quimico em estudo, mas incluindo o
solvente/veiculo utilizado. Serve para determinar a resposta de referéncia para as amostras
tratadas com o produto quimico em estudo dissolvido ou em dispersdao estavel no mesmo
solvente/veiculo. Quando testada simultancamente com um controlo de meio, esta amostra
também indica se o solvente/veiculo interage com o sistema de ensaio.

Especificidade: Propor¢do dos produtos quimicos negativos/inativos que sdo corretamente
classificados pelo ensaio. Permite medir a precisdo de um ensaio que produz resultados
categoricos e € um aspeto importante a ter em conta na avaliagdo da pertinéncia de um
ensaio (14).

Tampao de coloracio: Uma solugdo salina de tampao fosfato com 5 % de soro fetal de
vitelo.

Substancia: Um elemento quimico e seus compostos, no estado natural ou obtidos por
qualquer processo de producao, incluindo qualquer aditivo necessario para preservar a sua
estabilidade e quaisquer impurezas resultantes do processo utilizado, mas excluindo
qualquer solvente que possa ser separado sem afetar a estabilidade da substancia nem alterar
a sua composicao.

Produto quimico em estudo: Qualquer substancia ou mistura a qual seja aplicado o
presente método.

Sistema Mundial Harmonizado de Classificacio e Rotulagem de Produtos Quimicos
das Nacdes Unidas — GHS da ONU (em inglés: United Nations Globally Harmonized
System of Classification and Labelling of Chemicals — UN GHS): Sistema que propde a
classificagdo dos produtos quimicos (substancias e misturas) em fun¢do de tipos e niveis
normalizados de perigos fisicos, sanitdrios e ambientais e trata dos elementos de
comunicagdo correspondentes, nomeadamente pictogramas, palavras-sinal, adverténcias de
perigo, recomendagdes de prudéncia e fichas de dados de seguranga, de modo a transmitir
informagdes sobre os respetivos efeitos nocivos, tendo em vista a protecdo das pessoas
(incluindo empregadores, trabalhadores, transportadores, consumidores e pessoal dos
servicos de emergéncia) e do ambiente (16).

UVCB: Substancias de composi¢ao desconhecida ou variavel, produtos de reacgdo
complexos ou materiais biologicos.
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Ensaio valido: Um ensaio considerado suficientemente pertinente e fidvel para um fim
especifico e que se baseia em principios cientificamente sélidos. Um ensaio nunca ¢ valido
em termos absolutos, mas apenas em relacao a um objetivo definido (14).
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SUBSTANCIAS PARA A DEMONSTRACAO DE COMPETENCIA
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Antes de utilizarem, por rotina, o ensaio descrito no presente apéndice do método de ensaio
B.71, os laboratérios devem demonstrar a sua competéncia técnica obtendo corretamente a
previsdo esperada com o método U-SENS™ para as dez substancias recomendadas no
quadro 1 e obtendo valores CV70 e CE150 que se encontrem dentro do intervalo de
referéncia correspondente para, pelo menos, oito das dez substincias de demonstracdo de
competéncia. Estas substancias foram selecionadas de modo a representarem o conjunto de
respostas possiveis no que diz respeito aos perigos de sensibilizagdo cutanea. Outros
critérios de selecdo foram a disponibilidade comercial das substancias e a disponibilidade de
dados de referéncia in vivo de elevada qualidade, bem como de dados in vitro de alta
qualidade produzidos com o método U-SENS™. Além disso, estdo disponiveis dados de
referéncia publicados para o método U-SENS™ (1) (8).

Quadro 1: Substancias recomendadas para a demonstracdo de competéncia técnica com o método U-

SENS™
U- U-SENS™| U-SENS™
SENS™
Substancias para a Estado | Previsio in Intervalo | Intervalo
demonstra¢do de | N.°CAS | . . . Solvente/ de de
P fisico vivo . o Ao
competéncia Veiculo |referéncia | referéncia
CV70 em | CE150 em
ng/ml? pg/ml?

. . 1 Sensibilizante Meio Positivo
4-Fenilenodiamina 106-50-3 Soélido (forte) completo’ <30 (< 10)
‘. o . L Sensibilizante Meio Positivo
Acido picrilsulfoénico 2508-19-2 | Liquido (forte) completo > 50 (< 50)

. L. Sensibilizante Positivo
Maleato de dietilo 141-05-9 | Liquido (moderado) DMSO 10-100 (< 20)

. 1 Sensibilizante Meio Positivo
Resorcinol 108-46-3 Soélido (moderado) completo > 100 (< 50)
‘ e - Sensibilizante Positivo
Alcool cinamico 104-54-1 Solido (fraco) DMSO > 100 (10-100)

- - Sensibilizante Positivo
4-Alilanisol 140-67-0 | Liquido (fraco) DMSO > 100 (< 200)

. - Nao Negativo
Sacarina 81-07-2 Soélido sensibilizante DMSO > 200 (> 200)

. Lo Nao Meio Negativo
Glicerol S6-81-5 | Liquido | o ehilizante completo =200 (>200)
o . Lo Nao Meio Negativo
Acido lactico 50-21-5 Liquido sensibilizante | completo >200 (> 200)
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¢ o - Nao Negativo
Acido salicilico 69-72-7 Solido sensibilizante DMSO > 200 (> 200)

Abreviaturas: N.° CAS = Namero de registo do Chemical Abstracts Service
1

A previsdo de perigo (e poténcia) in vivo baseia-se em dados LLNA (1) (8). A poténcia in vivo ¢  determinada
utilizando os critérios propostos pelo ECETOC (17).

2 Com base em valores historicos observados (1) (8).

3 Meio completo: meio RPMI-1640 complementado com 10 % de soro fetal de vitelo, 2 mM de L-glutamina,

100 unidades/ml de penicilina e 100 pg/ml de estreptomicina (8).
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Apéndice 3

SENSIBILIZACAO CUTANEA IN VITRO: ENSAIO IL-8 LUC

CONSIDERACOES INICIAIS E LIMITACOES

1.

Ao contrario dos ensaios que visam analisar o nivel de expressdo de marcadores de
superficie celular, o ensaio IL-8 Luc permite quantificar as variagdes da expressao da IL-8,
uma citocina associada a ativacao das células dendriticas. Na linha celular repérter 1L-8
derivada da linha celular THP-1 (THP-GS8, estabelecida a partir da linha celular da
leucemia monocitica aguda humana THP-1), a expressdo da IL-8 ¢ medida apods exposi¢do
a sensibilizantes (1). O nivel de expressdo da luciferase ¢, depois, utilizado para ajudar a
distinguir os sensibilizantes dos ndo sensibilizantes cutaneos.

O ensaio IL-8 Luc foi objeto de um estudo de validagdo (2) realizado pelo Centro Japonés
para a Validagdo de Métodos Alternativos (JaCVAM), pelo Ministério da Economia, do
Comércio e da Induastria (METI) e pela Sociedade Japonesa para Alternativas a
Experimentacio em Animais (JSAAE), seguido de uma andlise independente pelos pares
(3) sob os auspicios do JaCVAM e do Ministério da Saude, do Trabalho e da Seguranga
Social (MHLW), com o apoio da Cooperacido Internacional em matéria de Métodos de
Ensaio Alternativos (ICATM — International Cooperation on Alternative Test Methods).
Tendo em conta todos os dados disponiveis e os contributos das entidades reguladoras e
das partes interessadas, o ensaio IL-8 Luc ¢ considerado util no ambito de uma IATA para
distinguir os sensibilizantes dos ndo sensibilizantes, para efeitos de classificagdo e
rotulagem de perigos. As referéncias bibliograficas contém exemplos da utilizacdo de
dados do ensaio IL-8 Luc combinados com outras informacdes (4) (5) (6).

O ensaio IL-8 Luc demonstrou ser transferivel para laboratdérios experientes em cultura
celular e na medicdo da luciferase. O nivel de reprodutibilidade intralaboratorial e
interlaboratorial foi de 87,7 % e 87,5 %, respetivamente. Os dados obtidos com o estudo de
validagao (2) e outros estudos publicados (1) (6) demonstram que, em comparagdao com o
método LLNA, o ensaio IL-8 Luc permitiu efetuar uma previsao positiva ou negativa para
118 de 143 produtos quimicos, produziu resultados inconclusivos para 25 produtos
quimicos e apresenta uma precisdo de 86 % (101/118), uma sensibilidade de 96 % (92/96)
e uma especificidade de 41 % (9/22) para a distingdo entre os produtos quimicos
sensibilizantes cutaneos (categoria 1 do GHS da ONU/CLP) e nao sensibilizantes (sem
categoria, de acordo com o GHS da ONU/CLP). Excluindo as substancias que ndo sao
abrangidas pelo ambito de aplicagdo descrito infra (ponto 5), o ensaio IL-8 Luc permitiu
classificar 113 de 136 produtos quimicos como positivos ou negativos e 23 produtos
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quimicos como inconclusivos. A precisdo do ensaio IL-8 Luc ¢ de 89 % (101/113), com
uma sensibilidade de 96 % (92/96) e uma especificidade de 53 % (9/17). Utilizando os
dados humanos citados em Urbisch et al. (7), o ensaio IL-8 Luc permitiu classificar 76 de
90 produtos quimicos como positivos ou negativos e 14 produtos quimicos como
inconclusivos, com uma precisdo de 80 % (61/76), uma sensibilidade de 93 % (54/58) e
uma especificidade de 39 % (7/18). Excluindo as substancias que ndo sio abrangidas pelo
seu ambito de aplicacdo, o ensaio IL-8 Luc permitiu classificar 71 de 84 produtos quimicos
como positivos ou negativos e 13 produtos quimicos como inconclusivos, com uma
precisdo de 86 % (61/71), uma sensibilidade de 93 % (54/58) e uma especificidade de
54 % (7/13). E mais provavel que ocorram falsos negativos nas previsdes efetuadas com o
ensaio IL-8 Luc com produtos quimicos com potencial de sensibilizagdo cutanea
baixo/moderado (subcategoria 1B do GHS da ONU/CLP) do que com produtos quimicos
com um potencial elevado (subcategoria 1A do GHS da ONU/CLP) (6). No seu conjunto,
estas informagdes corroboram o papel do ensaio do IL-8 Luc na identificacdo dos perigos
de sensibiliza¢do cutanea. Os valores relativos a precisao do método de ensaio IL-8 Luc
utilizado isoladamente servem apenas de orientagdo, uma vez que este método deve ser
combinado com outras fontes de informacao no contexto de uma IATA e em conformidade
com o disposto nos pontos 7 e 8 da Introdugdo Geral. Além disso, na avaliacdo de métodos
de estudo da sensibilizagdo cutdnea que ndo utilizem animais, deve ter-se em mente que o
método LLNA e outros ensaios com animais podem ndo refletir de forma adequada a
situacao no ser humano.

Os dados atualmente disponiveis demonstram que o ensaio IL-8 Luc € aplicavel a produtos
quimicos em estudo que abrangem uma grande diversidade de grupos funcionais
organicos, mecanismos de reacdo, poténcias de sensibilizagdo cutanea (determinadas em
estudos in vivo) e propriedades fisico-quimicas (2) (6).

Embora utilize o solvente X-VIVO™ 15, o ensaio IL-8 Luc permite avaliar corretamente
os produtos quimicos com log P > 3,5 e os produtos quimicos com uma solubilidade na
agua de cerca de 100 pg/ml, tal como calculado com o programa EPI Suitetm. Além disso,
o seu desempenho para detetar sensibilizantes com fraca solubilidade na dgua ¢é superior ao
do ensaio IL-8 Luc utilizando dimetilsulféxido (DMSO) como solvente (2). No entanto, os
resultados negativos obtidos com produtos quimicos em estudo ndo dissolvidos a 20 mg/ml
podem ser falsos negativos, devido a sua incapacidade para se dissolverem no X-VIVO™
15. Por conseguinte, para estes produtos quimicos, os resultados negativos ndo devem ser
tidos em conta. No estudo de validagdo, observou-se uma elevada taxa de falsos negativos
para os anidridos. Além disso, devido a capacidade metabolica limitada da linha celular
utilizada (8) e as condigdes experimentais, os pro-haptenos (substancias que requerem
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ativacao metabdlica) e os pré-haptenos (substancias ativadas por oxida¢ao) podem produzir
resultados negativos no ensaio. No entanto, embora os resultados negativos obtidos com
potenciais pré-haptenos ou pro-haptenos devam ser interpretados com prudéncia, o método
IL-8 Luc permitiu identificar corretamente 11 de 11 pré-haptenos, 6/6 pro-haptenos e 6/8,
pré-/pro-haptenos, no conjunto de dados do ensaio IL-8 Luc (2). O exame completo
recentemente efetuado de trés métodos de ensaio sem experimentagdo animal (o DPRA, o
KeratinoSens™ e o h-CLAT) para detetar pré-haptenos e pro-haptenos (9) e o facto de as
células THP-G8 utilizadas no ensaio IL-8 Luc serem uma linha celular derivada da THP-1,
utilizada no método h-CLAT, permitem concluir que o ensaio IL-8 Luc, combinado com
outros métodos, pode contribuir igualmente para melhorar a sensibilidade dos métodos sem
recurso a animais na detecdo de pré-haptenos e pro-haptenos. Os tensioativos testados até a
data deram resultados positivos falsos, independentemente da sua tipologia (catidnicos,
anioénicos ou ndo idnicos). Por ultimo, os produtos quimicos que interferem com a
luciferase podem alterar a sua atividade/medigao, provocando uma inibi¢do aparente ou um
aumento da luminescéncia (10). Por exemplo, foi notificado que concentragdes de
fitoestrogénios superiores a 1 uM interferem com sinais de luminescéncia noutros ensaios
por gene reporter da luciferase, devido a sobreativagdo do gene reporter da luciferase. Por
conseguinte, a expressdo da luciferase obtida na presenca de concentracdes elevadas de
fitoestrogénios ou de compostos suspeitos de ativar o gene repoérter da luciferase de modo
similar deve ser examinada com prudéncia (11). Atendendo ao que precede, os
tensioativos, os anidridos e os produtos quimicos que interferem com a luciferase sao
excluidos do ambito de aplicagdo do presente ensaio. Nos casos em que seja demonstrado
que o ensaio IL-8 Luc nao ¢ aplicavel a outras categorias especificas de produtos quimicos
em estudo, este ensaio nao deve ser utilizado para essas categorias especificas.

6. Tal como descrito acima, o ensaio IL-8 Luc ajuda a distinguir os sensibilizantes cutaneos
dos ndo sensibilizantes. E necesséario prosseguir os trabalhos, de preferéncia com base em
dados humanos, para determinar se os resultados do IL-8 Luc poderdo contribuir para a
avalia¢do do potencial de sensibilizagdo cutanea quando considerados em combinagdo com
outras fontes de informacao.

7. Sao apresentadas defini¢cdes no apéndice 3.1.

PRINCIPIO DO ENSAIO

8. O método de ensaio IL-8 Luc utiliza uma linha celular da leucemia monocitica humana,
THP-1, obtida junto da American Type Culture Collection (Manassas, VA, EUA). A partir
desta linha celular, o Departamento de Dermatologia da Faculdade de Medicina da
Universidade de Tohoku desenvolveu a linha celular repérter 1L-8, derivada da THP-1, a
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THP-GS, que contém os genes da luciferase laranja (Stable Luciferase Orange, SLO) e
vermelha (Stable Luciferase Red, SLR), sob o controlo dos promotores da IL-8 e da
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), respetivamente (1). Este sistema permite
quantificar a inducdo do gene da luciferase por detecdo da luminescéncia produzida por
substratos de luciferase conhecidos pela sua emissdo luminosa como indicador da atividade
da IL-8 e da GAPDH nas células apds a exposicao a produtos quimicos sensibilizantes.

9. O sistema de ensaio bicolor inclui uma luciferase emissora de laranja (SLO; Amax. =
580 nm) (12) para a expressdo genética do promotor da IL-8, bem como uma luciferase
emissora de vermelho (SLR; Améx. = 630 nm) (13) para a expressao genética do promotor
do controlo interno, GAPDH. As duas luciferases emitem cores diferentes quando reagem
a d-luciferina de pirilampo e a sua luminescéncia ¢ medida simultanecamente aquando de
uma reagdo numa sé etapa, dividindo a emissdo proveniente da mistura do ensaio com o
auxilio de um filtro 6tico (14) (apéndice 3.2).

10. As células THP-G8 sdo tratadas durante 16 horas com o produto quimico em estudo, apos
o que a atividade da luciferase SLO (SLO-LA), indicativa da atividade do promotor da
IL-8, e da luciferase SLR (SLR-LA), indicativa da atividade do promotor da GAPDH, sao
medidas. Para facilitar a compreensdo das abreviaturas, SLO-LA e SLR-LA sdo
designadas, respetivamente, por ILSLA e GAPLA. O quadro 1 apresenta uma descrigao
dos termos associados a atividade da luciferase no ensaio IL-8 Luc. Os valores medidos
sdao utilizados para calcular a ILS8LA normalizado (nIL8LA), ou seja, o racio
ILSLA/GAPLA; a indugdo da nILS8LA (Ind-IL8LA), que ¢ o racio entre a média aritmética
dos quatro valores medidos da nIL8LA das células THP-G8 tratadas com o produto
quimico em estudo e os valores da nIL8LA das células THP-G8 ndo tratadas; e a inibigdao
da GAPLA (Inh-GAPLA), que ¢ o racio entre a média aritmética dos quatro valores
medidos da GAPLA das células THP-GS tratadas com um produto quimico em estudo e os
valores da GAPLA das células THP-G8 nao tratadas, e é utilizada como indicador de
citotoxicidade.

Quadro 1: Descricdo dos termos associados a atividade da luciferase no ensaio IL-8 Luc

Abreviaturas  Definicao

GAPLA Atividade da luciferase SLR indicativa da atividade do promotor da
GAPDH

ILSLA Atividade da luciferase SLO indicativa da atividade do promotor da IL-
8

nIL8LA ILSLA/GAPLA

Ind-IL8LA nIL8LA das células THP-G8 tratadas com produtos quimicos/nILSLA
das células ndo tratadas
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Inh-GAPLA  GAPLA das células THP-GS8 tratadas com produtos quimicos/GAPLA
das células nao tratadas

CVo05 A concentragdo mais baixa do produto quimico a qual a Inh-GAPLA
passa a ser < 0,05.

11. Estdo disponiveis normas de desempenho (15) que permitem facilitar a validagao de
métodos de ensaio in vitro modificados utilizando ensaios IL-8 da luciferase semelhantes
ao ensaio IL-8 Luc, bem como modificar rapidamente as orientagdes de ensaio 442E da
OCDE para que passem a incluir os referidos métodos. A aceitacdo mutua de dados
(AMD) da OCDE s6 sera garantida para métodos de ensaio validados de acordo com as
normas de desempenho, se esses métodos tiverem sido examinados e incluidos nas
orientagdes de ensaio 442E pela OCDE (16).

DEMONSTRACAO DE COMPETENCIA

12. Antes de utilizarem, por rotina, o ensaio descrito no presente apéndice do método de
ensaio B.71, os laboratorios devem demonstrar a sua competéncia técnica utilizando as dez
substancias enumeradas no apéndice 3.3, em conformidade com as boas praticas para os
métodos in vitro (17). Além disso, os utilizadores do ensaio devem conservar uma base de
dados histéricos resultantes dos controlos de reatividade (ver ponto 15), obtidos com o
controlo positivo € com o controlo do solvente/veiculo (ver pontos 21 a 24), e utilizar esses
dados para confirmar que a reprodutibilidade do método de ensaio no seu laboratorio se
mantém ao longo do tempo.

PROCEDIMENTO

13. O procedimento operacional normalizado (PON) para o ensaio IL-8 Luc estd disponivel e
deve ser utilizado para a realizacdo do ensaio (18). Os laboratorios que desejem aplicar
este ensaio podem obter a linha celular recombinante THP-G8 junto do laboratorio GPC
Lab. Co. Ltd., Tottori, Japdo, apos a assinatura de um acordo de transferéncia de material,
em conformidade com as condi¢des enunciadas no modelo de acordo da OCDE. Os pontos
que se seguem apresentam uma descricdo dos principais elementos e procedimentos do
ensaio.

Preparacio das células

14. Convém utilizar a linha celular THP-G8 do laboratério GPC Lab. Co. Ltd., Tottori, Japao,
para realizar o ensaio IL-8 Luc (ver pontos 8 e 13). Apds a rececdo, as células sdo
propagadas (2-4 passagens) e armazenadas congeladas, como uma reserva homogénea. As
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células desta reserva podem ser propagadas at¢é um maximo de 12 passagens ou um
méximo de seis semanas. O meio utilizado para a propagagdo ¢ o meio de cultura RPMI-
1640 com 10 % de soro bovino fetal (SBF), uma solu¢do antibidtica/antimicética
(100 U/ml de penicilina G, 100 ng/ml de estreptomicina e 0,25 pg/ml de anfotericina B
numa solucdo salina a 0,85 %) (por exemplo, GIBCO Cat#15240-062), 0,15 pg/ml de
puromicina (por exemplo, n.° CAS 58-58-2) e 300 pg/ml de G418 (por exemplo, n.° CAS
108321-42-2).

15. Antes da utilizagdo para o ensaio, as cé¢lulas devem ser qualificadas através de um controlo
de reatividade. Esta verificagdo deve ser efetuada uma a duas semanas ou duas a quatro
passagens apos descongelacdo, utilizando como controlo positivo o brometo de
4-nitrobenzilo (4-NBB) (n.° CAS: 100-11-8, pureza > 99 %) e como controlo negativo o
acido lactico (AL) (n.° CAS: 50-21-5, pureza > 85 %). O 4-NBB deve produzir uma
resposta positiva para Ind-IL8LA (> 1,4), ao passo que o acido lactico deve produzir uma
resposta negativa para Ind-ILSLA (< 1,4). Apenas sdo utilizadas para o ensaio células que
tenham passado o controlo de reatividade. O controlo de reatividade deve ser efetuado de
acordo com os procedimentos descritos nos pontos 22 a 24.

16. Para o ensaio, as células THP-GS8 sdo inoculadas a uma densidade de 2 a 5 x 10° células/ml
e pré-cultivadas em frascos de cultura durante 48 a 96 horas. No dia do ensaio, as células
colhidas do frasco de cultura sdo lavadas com RPMI-1640 contendo 10 % de SBF sem
antibidticos e, em seguida, colocadas novamente em suspensdao com RPMI-1640 contendo
10 % de SBF sem antibiodticos a 1 x 10° células/ml. Em seguida, as células sdo distribuidas
por uma placa negra de 96 pocos de fundo plano (por exemplo, Costar Cat#3603) com
50 ul (5 x 10* de células/pogo).

Preparacio do produto quimico em estudo e das substiancias de controlo

17. O produto quimico em estudo e as substancias de controlo sao preparados no dia do ensaio.
Para o ensaio IL-8 Luc, os produtos quimicos em estudo sio dissolvidos em X-VIVO™
15, um meio isento de soro comercialmente disponivel (Lonza, 04-418Q)), até atingir uma
concentragio final de 20 mg/ml. O meio X-VIVO™ 15 ¢ adicionado, num tubo de
microcentrifuga, a 20 mg de produto quimico em estudo (independentemente da
solubilidade deste), até atingir um volume de 1 ml e, em seguida, ¢ misturado
vigorosamente num vortex e agitado num rotor a uma velocidade maxima de 8 rpm durante
30 minutos a uma temperatura ambiente de cerca de 20 °C. Além disso, se os produtos
quimicos so6lidos continuarem por dissolver, o tubo ¢ sonicado até a dissolugdo completa
do produto quimico ou até a obtencdo de uma dispersdo estavel. No caso de produtos
quimicos soltiveis em X-VIVO™ 15, a solucdo ¢é diluida por um fator de 5 no X-VIVO™
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15 e utilizada como solugdo-mie do produto quimico em estudo no X-VIVO™ 15
(4 mg/ml). No caso de produtos quimicos nio soliveis em X-VIVO™ 15, a mistura é
novamente misturada por rotacdo durante pelo menos 30 minutos, e depois centrifugada a
15 000 rpm (=20 000g) durante 5 minutos; o sobrenadante ¢ utilizado como solugdo-mae
do produto quimico em estudo no X-VIVO™ 15. Caso sejam utilizados outros solventes,
como DMSO, 4gua ou o meio de cultura, a escolha deve ser fundamentada cientificamente.
O procedimento pormenorizado para a dissolucdo dos produtos quimicos ¢ descrito no
apéndice 3.5. As solugdes X-VIVO™ 15 descritas nos pontos 18 a 23 sdo misturadas na
propor¢do 1:1 (v/v) com as suspensdes de células preparadas numa placa negra de 96
pocos de fundo plano (ver ponto 16).

A primeira execucdo do ensaio destina-se a determinar a concentragdo citotoxica € a
examinar o potencial de sensibilizagdo cutdnea dos produtos quimicos. Utilizando o
X-VIVO™ 15, sdo efetuadas dilui¢des em série, de fator 2, das solu¢des-mae dos produtos
quimicos em estudo no X-VIVO™ 15 (ver apéndice 3.5) utilizando um bloco de ensaio de
96 pogos (por exemplo, Costar Cat#EW-01729-03). Em seguida, acrescentam-se
50 ul/pogo de solugdo diluida a 50 pl das células em suspensdo numa placa negra de 96
pocos de fundo plano. Assim, no caso de produtos quimicos soliveis em X-VIVO™ 15, as
concentracdes finais dos produtos quimicos em estudo variam entre 0,002 e 2 mg/ml
(apéndice 3.5). No caso dos produtos quimicos em estudo que ndo sdo soliveis em
X-VIVO™ 15 a 20 mg/ml, apenas sdo determinados fatores de diluicdo entre 2 e 20,
apesar de as concentragdes finais reais dos produtos quimicos em estudo se manterem
incertas e dependerem da concentracdo saturada dos produtos quimicos em estudo na
solu¢do-mie X-VIVO™ 15,

Nas execucdes seguintes (isto é, o segundo, o terceiro e o quarto replicados), a
solugdo-mde X-VIVO™ 15 ¢é preparada a uma concentragdo quatro vezes superior a
concentracdo de viabilidade celular 05 (CVO0S; a concentragdo mais baixa a qual a
Inh-GAPLA passa a ser < 0,05) observada na primeira experiéncia. Se a Inh-GAPLA ndo
descer abaixo dos 0,05 a concentracdo mais elevada na primeira execugdo, a solugdo-mae
X-VIVO™ 15 ¢ preparada a concentragio mais elevada da primeira execugdo. A
concentracdo CVO05 ¢ calculada dividindo a concentracdo da solugcdo-mae da primeira
execugdo pelo fator de diluicdo de CVO0S5 (X) (fator de diluigdo CVO05 (X); o fator de
diluicdo necessario para diluir a solucdo-mae até alcancar o valor CV05) (ver apéndice
3.5). Para as substancias em estudo ndo soltveis em X-VIVO a 20 mg/ml, o valor CV05 ¢
determinado pela concentragdo da solugdo-mae x 1/X. Para as execugdes 2 a 4, prepara-se
uma segunda solucao-mae a uma concentragao de 4 x CV50 (apéndice 3.5).
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Efetuam-se dilui¢des em série das segundas solugdes-mie do X-VIVO™ 15 por um fator
de 1,5 utilizando um bloco de ensaio de 96 pocos. Em seguida, acrescentam-se 50 pl/pogo
de solugao diluida a 50 ul da suspensao de células nos pocos de uma placa negra de 96
pocos de fundo plano. Cada concentragdo de cada produto quimico em estudo deve ser
testada em 4 pocos. As amostras sdo, em seguida, misturadas num agitador de placas e
incubadas durante 16 horas a 37 °C e 5 % CO2, apés o que a atividade da luciferase ¢
determinada, como se descreve em seguida.

O controlo do solvente é a mistura de 50 pl/poco de X-VIVO™ 15 e de 50 ul/pogo da
suspensao de células no RPMI-1640 contendo 10 % de SBF.

O controlo positivo recomendado ¢ o 4-NBB. A 20 mg de 4-NBB preparados num tubo de
microcentrifuga de 1,5 ml, é acrescentado X-VIVO™ 15 até atingir 1 ml. O tubo ¢é
misturado num vortex vigorosamente e agitado num rotor a uma velocidade maxima de
8 rpm durante, pelo menos, 30 minutos. Apds centrifugacdo a 20 000 g durante 5 minutos,
o sobrenadante ¢ diluido por um fator de 4 no X-VIVO™ 15 e 500 pl do sobrenadante
diluido sdo transferidos para um poc¢o num bloco de ensaio de 96 pocos. O sobrenadante
diluido é novamente diluido em X-VIVO™ 15 por fatores de 2 e de 4 e, em seguida, sdo
adicionados 50 pl da solucdo a 50 pl de suspensdo de células THP-G8 nos pocos de uma
placa negra de 96 pogos de fundo plano (apéndice 3.6). Cada concentragdo do controlo
positivo deve ser testada em 4 pocos. A placa ¢ agitada num agitador de placas e incubada
numa incubadora de CO, durante 16 horas (37 °C, 5 % CO?), ap6s o que a atividade da
luciferase ¢ medida, conforme descrito no ponto 29.

O controlo negativo recomendado ¢ o acido lactico. A 20 mg deste, preparado num tubo de
microcentrifuga de 1,5 ml, acrescenta-se X-VIVO™ 15 até atingir 1 ml (20 mg/ml).
Diluem-se 20 mg/ml de solugdo de 4cido lactico por um fator de 5 no X-VIVO™ 15
(4 mg/ml) e transferem-se 500 pl desta solucao de acido lactico a 4 mg/ml para um pogo de
um bloco de ensaio de 96 pogos. Esta solugdo ¢ diluida por um fator de 2 em X-VIVO™
15 e, em seguida, diluida novamente por um fator de 2, de modo a obter solucdes a
2 mg/ml e 1 mg/ml. Acrescentam-se 50 pl destas trés solucdes e de controlo do veiculo
(X-VIVO™ 15) a 50 ul de células THP-G8 em suspensdo nos pocos de uma placa negra de
96 pocos de fundo plano. Cada concentragdo do controlo negativo ¢ testada em 4 pogos. A
placa ¢ agitada num agitador de placas e incubada numa incubadora de CO> durante
16 horas (37 °C, 5% CO»), ap6és o que a atividade da luciferase ¢ medida, conforme
descrito no ponto 29.

. Podem utilizar-se outros controlos positivos ou negativos adequados, se houver dados

historicos que permitam definir critérios de aceitagdo comparaveis para a execugao.
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Deve ter-se o cuidado de evitar a evaporagao de produtos quimicos em estudo volateis ¢ a
contaminagdo cruzada entre pogos pelos produtos quimicos em estudo, por exemplo
selando a placa antes da incubagao com os produtos quimicos em estudo.

Os produtos quimicos em estudo e o controlo do solvente exigem 2 a 4 execugdes para
derivar uma previsao positiva ou negativa (ver quadro 2). Cada execucao ¢ efetuada num
dia diferente, com uma solugio-mie dos produtos quimicos em estudo no X-VIVO™ 15
fresca e células colhidas separadamente. As células podem ser provenientes da mesma
passagem.

Medicoes da atividade da luciferase

27.

28.

29.

30.

A luminescéncia ¢ medida utilizando um luminémetro para microplacas de 96 pogos
equipado com filtros Oticos, por exemplo das séries Phelios (ATTO, Toéquio, Japdo),
Tristan 941 (Berthold, Bad Wildbad, Alemanha) ou ARVO (PerkinElmer, Waltham, MA,
EUA). Para garantir a reprodutibilidade, o luminémetro deve ser calibrado para cada
ensaio (19). Estdo disponiveis para esta calibracdo luciferases recombinantes de cor de
laranja e vermelha.

Transfere-se 100 ul de reagente pré-aquecido Tripluc® Luciferase (Tripluc) para cada
poco da placa que contém a suspensao de c€lulas tratadas, com ou sem produto quimico. A
placa ¢ agitada durante 10 minutos a uma temperatura ambiente de cerca de 20 °C antes de
ser colocada no lumindémetro para medir a atividade da luciferase. A bioluminescéncia ¢é
medida durante trés segundos sem filtro otico (F0) e, em seguida, durante trés segundos
com filtro 6tico (F1). Deve justificar-se o recurso a parametros alternativos, por exemplo
em fun¢dao do modelo de lumindémetro utilizado.

Para cada concentragdo, os parametros sdo calculados a partir dos valores medidos, por
exemplo ILSLA, GAPLA, nIL8LA, Ind-IL8LA, Inh-GAPLA, a média + desvio padrdo
(DP) da IL8SLA, a média + DP da GAPLA, a média + DP da nIL8LA, a média + DP da
Ind-IL8LA, a média + DP da Inh-GAPLA e o intervalo de confianca de 95 % da
Ind-ILSLA. As definigdes dos parametros utilizados no presente ponto sdo fornecidas nos
apéndices I e IV, respetivamente.

Antes de proceder a medicdo num ensaio de reporter multicolor, convém realizar uma
discriminacao das cores, geralmente com o auxilio de detetores (lumindmetro e leitor de
placas) equipados com filtros 6ticos, tais como filtros de rejeicdo de banda (passa-alta ou
passa-baixa) ou filtros passa-banda. Os coeficientes de transmissdo dos filtros para cada
cor do sinal de bioluminescéncia devem ser calibrados antes do ensaio, em conformidade
com o apéndice 3.2.
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DADOS E RELATORIOS

Avaliacao dos dados

31. Os critérios a respeitar em cada execucdo para obter uma decisdo positiva/negativa sao os
seguintes:

- uma previsado com o ensaio IL-8 Luc ¢ considerada positiva se o produto quimico em
estudo apresentar um valor Ind-IL8LA > 1,4 e se o limite inferior do intervalo de
confianga de 95 % para Ind-IL8LA for > 1,0;

- uma previsdo com o ensaio IL-8 Luc ¢ considerada negativa se o produto quimico em
estudo apresentar um valor Ind-IL8LA < 1,4 e/ou se o limite inferior do intervalo de
confianca de 95 % para Ind-IL8LA for < 1,0.

Modelo preditivo

32. Os produtos quimicos em estudo que apresentam dois resultados positivos entre a primeira,
a segunda, a terceira ou a quarta execucdes sdo considerados positivos, ao passo que os que
apresentam trés resultados negativos entre a primeira, a segunda, a terceira ou a quarta
execugdes sdo considerados potencialmente negativos (quadro 2). Entre os produtos
quimicos potencialmente negativos, os produtos quimicos dissolvidos a 20 mg/ml no
X-VIVO™ 15 sio considerados negativos, ao passo que os produtos quimicos nio
dissolvidos a 20 mg/ml de X-VIVO™ 15 nio devem ser tidos em conta (figura 1).

Quadro 2: Critérios de identificagdo dos produtos positivos e potencialmente negativos

1.* execucdo 2.” execucdo 3. execucdo 4.” execucio Previsao final
Positivo Positivo - - Positivo
Negativo Positivo - Positivo

Negativo Positivo Positivo

Negativo Potencialmente
negativo
Negativo Positivo Positivo - Positivo

Negativo Positivo Positivo

Negativo Potencialmente
negativo
Negativo Positivo Positivo Positivo

Negativo Potencialmente
negativo

Negativo - Potencialmente
negativo
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Figura 1: Modelo preditivo para a decisdo final

Positivo
Produtos § , .
;. Soluvel a 20 mg/ml Negativo
quimiCcos Potencialment § '
e negativo . Nao deve ser
Insoltvel a 20 mg/ml .
considerado

Critérios de aceitacao

33. Ao utilizar o método de ensaio IL-8 Luc, devem respeitar-se os critérios de aceitagdo a
seguir indicados:

- O valor Ind-IL8LA deve ser superior a 5,0, pelo menos, a uma concentragao do controlo
positivo, 4-NBB, em cada execucao.

- O valor Ind-IL8LA deve ser inferior a 1,4 a qualquer concentragdo do controlo negativo
(acido lactico), em cada execugao.

- Os dados resultantes de placas para as quais o valor GAPLA dos pocos de controlo com
células e Tripluc mas sem produtos quimicos seja inferior a 5 vezes o valor dos pocos que
contém apenas o meio de ensaio (50 pl/poco de RPMI-1640 contendo 10 % de SBF e
50 ul/pogo de X-VIVO™ 15) niio devem ser tidos em conta.

- Os dados resultantes de placas para as quais o valor Inh-GAPLA a todas as concentragdes
dos produtos quimicos em estudo ou de controlo seja inferior a 0,05 ndo devem ser tidos
em conta. Neste caso, a primeira execucdo deve ser repetida, de modo a que a
concentragdo final mais elevada no ensaio replicado seja a concentragdo final mais baixa
da execucdo anterior.

Relatorio de ensaio

34. O relatdrio de ensaio deve conter as seguintes informagdes:

Produtos quimicos em estudo
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Substancia monocomponente:

- Identificagdo quimica, como o(s) nome(s) IUPAC ou CAS, o(s) numero(s) CAS, o cédigo
SMILES ou InChl, a féormula estrutural e/ou outros identificadores;

- Aspeto fisico, solubilidade na 4gua, massa molecular e outras propriedades fisico-quimicas
pertinentes, 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);

- Solubilidade em X-VIVO™ 15. No caso de produtos quimicos insoliveis em X-VIVO™
15, se se observa precipitacao ou flotacdo apos centrifugagao;

- Concentragao(0es) testada(s);
- Condigdes de armazenagem e de estabilidade, se conhecidas;
- Justifica¢do da escolha do solvente/veiculo para cada produto quimico em estudo, se ndo

tiver sido utilizado o X-VIVO™ 15,

Substancia multicomponentes, UVCB e mistura:

- Caracterizagdo, tanto quanto possivel, por exemplo, por identidade quimica (ver supra),
pureza, ocorréncia quantitativa e propriedades fisico-quimicas relevantes (ver supra) dos
componentes, na medida em que estejam disponiveis;

- Aspeto fisico, solubilidade na dgua e outras propriedades fisico-quimicas relevantes, na
medida em que estejam disponiveis;

- Massa molecular, ou massa molecular aparente no caso de misturas/polimeros de
composigoes conhecidas, ou outras informacdes relevantes para a realizacao do estudo;

- Pré-tratamento, se for o caso (aquecimento ou moagem, por exemplo);

- Solubilidade em X-VIVO™ 15. No caso de produtos quimicos insoliiveis em X-VIVO™
15, se se observa precipitacdo ou flotagdo apos centrifugacao;

- Concentragao(0es) testada(s);
- Condigdes de armazenagem e de estabilidade, se conhecidas.
- Justifica¢do da escolha do solvente/veiculo para cada produto quimico em estudo, se nao

tiver sido utilizado o X-VIVO™ 15,

Controlos
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Controlo positivo:

Identificagdo quimica, como o(s) nome(s) IUPAC ou CAS, o(s) numero(s) CAS, o cédigo
SMILES ou InChl, a féormula estrutural e/ou outros identificadores;

Aspeto fisico, solubilidade na 4gua, massa molecular e outras propriedades
fisico-quimicas, se conhecidas e se pertinente;

Grau de pureza, identidade quimica das impurezas, conforme adequado e exequivel, etc.;
Pré-tratamento, se for o caso (aquecimento ou moagem, por exemplo);

Concentragao(0es) testada(s);

Condicdes de armazenagem e de estabilidade, se conhecidas;

Referéncia a resultados histéricos relativos ao controlo positivo que demonstrem a

conformidade com os critérios de aceitagdo, se pertinente.

Controlo negativo:

Identificacdo quimica, como o(s) nome(s) IUPAC ou CAS, o(s) nimero(s) CAS e/ou
outros identificadores;

Grau de pureza, identidade quimica das impurezas, conforme adequado e exequivel, etc.;

Aspeto fisico, massa molecular e outras propriedades fisico-quimicas relevantes, se forem
utilizados controlos negativos diferentes dos mencionados nas orientacdes de ensaio € na
medida em que se encontrem disponivesis;

Condic¢des de armazenagem e de estabilidade, se conhecidas;

Justificacao da escolha do solvente, para cada produto quimico em estudo.

Condigoes de ensaio

Nome e endere¢o do promotor, do laboratorio e do diretor do estudo;
Descri¢ao do método de ensaio utilizado;

Linha celular utilizada, respetivas condi¢des de armazenamento e origem (por exemplo,
instalacdo de onde provém as células);

Numero de lote e origem do SBF, nome do fornecedor, nimero de lote da placa negra de
96 pogos de fundo plano e niumero de lote do reagente Tripluc;

Numero de passagens e densidade celular utilizadas para o ensaio;

507



D060575/02

M¢étodo de contagem celular utilizado para a inoculagdo antes do ensaio e medidas
tomadas para assegurar a homogeneidade da distribui¢do do nimero de células;

Luminometro utilizado (por exemplo, modelo), incluindo parametros dos instrumentos,
substrato de luciferase utilizado e demonstracio da adequacdo das medigdes de
luminescéncia com base no ensaio de controlo descrito no apéndice 3.2;

Procedimento utilizado para demonstrar a competéncia do laboratdrio para a realizagdo do
ensaio (por exemplo, através testando as substancias para a demonstragdo de competéncia)
ou para demonstrar a reprodutibilidade do desempenho do ensaio ao longo do tempo.

Procedimento de ensaio

Numero de replicados e de execugdes efetuadas;

Concentragdes do produto quimico em estudo, procedimento de aplicacdo e tempo de
exposi¢ao (se forem diferentes dos recomendados);

Descrigao dos critérios de avaliacao ¢ de decisao utilizados;
Descrigao dos critérios de aceitagdao do estudo utilizados;

Descricao de eventuais modificagdes do procedimento de ensaio.

Resultados

Medicoes de ILELA e GAPLA;
Célculos para nIL8LA, Ind-IL8LA e Inh-GAPLA;
O intervalo de confianga de 95 % de Ind-IL8LA;

Gréfico ilustrativo das curvas dose-resposta para a indugdo da atividade da luciferase e a
viabilidade;

Descrig¢ao de quaisquer outras observacdes pertinentes, se for caso disso.

Discussao dos resultados

Discussdo dos resultados obtidos com o ensaio IL-8 Luc;

Exame dos resultados do ensaio no contexto de uma IATA, caso estejam disponiveis
outras informagdes pertinentes.

Conclusao
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Apéndice 3.1

DEFINICOES

Precisdo: Grau de acordo entre os resultados do ensaio e os valores de referéncia aceites.
Trata-se de uma medida do desempenho do ensaio e de um dos aspetos da sua pertinéncia.
Este termo e o termo «concordancia» sdo muitas vezes utilizados indistintamente para
indicar a proporcao de resultados corretos de um ensaio (16).

AOQOP (Adverse Outcome Pathway — via determinante dos efeitos nocivos): Sequéncia de
eventos que parte da estrutura quimica de um produto quimico alvo ou de um grupo de
produtos quimicos analogos, passa pelo evento molecular iniciador, e resulta num resultado
com consequéncias in vivo (20).

Produto quimico: Uma substancia ou mistura.

CV05: Viabilidade celular 05, ou seja, a concentragdo minima a qual os produtos quimicos
produzem um valor Inh-GAPLA inferior a 0,05.

FInSLO-LA: Abreviatura utilizada no relatorio de validagdo e em publica¢des anteriores
relativas ao ensaio do IL-8 Luc para designar a Ind-IL8LA. Ver Ind-IL8LA para a defini¢do.

GAPLA: Atividade da luciferase vermelha Stable Luciferase Red (SLR) (Amax. = 630 nm),
regulada pelo promotor da GAPDH e que demonstra a viabilidade celular e o nimero de
células viaveis.

Perigo: Propriedade intrinseca de um agente, ou de uma situacdo, suscetivel de causar
efeitos nocivos quando um organismo, sistema ou (sub)populacdo € exposto ao agente em
causa.

IATA (Integrated Approach to Testing and Assessment — abordagem integrada de
ensaio e avaliacdo): Abordagem estruturada utilizada para a identificagdo (potencial) e
caracterizacao (poténcia) do perigo e/ou para a avaliacdo da seguranga (potencial/poténcia e
exposicao) de um produto quimico ou grupo de produtos quimicos, que integra e pondera,
de forma estratégica, todos os dados pertinentes com o objetivo de ser tida em conta numa
decisdo regulamentar sobre o potencial perigo e/ou risco e/ou a necessidade de realizar
ensaios complementares especificos.

II-SLR-LA: Abreviatura utilizada no relatorio de validagdo e em publicacdes anteriores
relativas ao ensaio do IL-8 Luc para designar a Inh-GAPLA. Ver Inh-GAPLA para a
definicao.

IL-8 (interleucina-8): Uma citocina derivada de células endoteliais, fibroblastos,
queratinocitos, macrofagos e mondcitos que provoca a quimiotaxia dos neutrofilos e dos
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linfocitos T.

IL8LA: Atividade da luciferase laranja Stable Luciferase Orange (SLRO) (Amax. =
580 nm), regulada pelo promotor da IL-8.

Ind-IL8LA: Varia¢ao de inducdo da ILSLA. Obtém-se dividindo o valor nIL8LA das
células THP-G8 tratadas com produtos quimicos pelo valor das células THP-G8 nao
estimuladas; representa a inducao da atividade do promotor da IL-8 por produtos quimicos.

Inh-GAPLA: Inibi¢do da GAPLA. Obtém-se dividindo o valor GAPLA das células
THP-G8 tratadas com produtos quimicos pelo valor GAPLA das células THP-G8 nao
tratadas; representa a citotoxicidade dos produtos quimicos.

Limiar minimo de induciao (LMI): A concentra¢ao mais baixa a qual um produto quimico
satisfaz os critérios de positividade.

Mistura: Uma mistura ou solucdo composta por duas ou mais substancias.

Substiancia monocomponente: Uma substancia, definida pela sua composi¢do quantitativa,
da qual um dos principais componentes esta presente num teor de, pelo menos, 80 % (m/m).

Substincia multicomponentes: Uma substincia, definida pela sua composicao
quantitativa, da qual mais do que um dos principais componentes estd presente numa
concentragdo > 10 % (m/m) e < 80 % (m/m). As substancias multicomponentes resultam de
processos de fabrico. A diferenca entre uma mistura e uma substancia multicomponentes ¢
que a primeira se obtém misturando duas ou mais substancias, sem rea¢do quimica. As
substancias multicomponentes resultam de reagdes quimicas.

nIL8LA: A atividade da SLO que reflete a atividade do promotor da IL-8 (ILSLA)
normalizada pela atividade da SLR que reflete a atividade do promotor da GAPDH
(GALPA). Representa a atividade do promotor da IL-8 depois de considerar a viabilidade
celular ou o numero de células.

nSLO-LA: Abreviatura utilizada no relatorio de validagdo e em publicacdes anteriores
relativas ao ensaio do IL-8 Luc para designar a nILSLA. Ver nIL8LA para a defini¢do

Controlo positivo: Replicado que contém todos os componentes de um sistema de ensaio e
foi tratado com uma substancia conhecida por induzir uma resposta positiva. Para que seja
possivel determinar a variabilidade no tempo da resposta do controlo positivo, a magnitude
da resposta positiva ndo deve ser excessiva.

Pré-haptenos: Produtos quimicos que se tornam sensibilizantes por transformagao abidtica.

Pro-haptenos: Produtos quimicos que requerem ativacdo enzimatica para exercerem
potencial de sensibilizagdo cutanea.
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Pertinéncia: Descricdo da relagdo do ensaio com o efeito em estudo e da adequacdo e
utilidade do ensaio para um fim especifico. Traduz a medida em que o ensaio mede ou prevé
corretamente o efeito bioldégico em causa. A pertinéncia tem em conta a precisao
(concordancia) de um ensaio (16).

Fiabilidade: Indica em que medida um ensaio pode ser reproduzido ao longo do tempo num
mesmo laboratorio e entre laboratérios, utilizando o mesmo protocolo. Para a avaliar,
calcula-se a reprodutibilidade intralaboratorial e interlaboratorial, bem como a repetibilidade
intralaboratorial (16).

Execucdo: Consiste em testar um ou mais produtos quimicos em estudo simultaneamente
com um controlo do solvente/veiculo e com um controlo positivo.

Sensibilidade: Propor¢do de todos os produtos quimicos positivos/ativos que sao
corretamente classificados pelo ensaio. Permite medir a precisdo de um ensaio que produz
resultados categoricos e € um aspeto importante a ter em conta na avaliacdo da pertinéncia
de um ensaio (16).

SLO-LA: Abreviatura utilizada no relatério de validacdo e em publicagdes anteriores
relativas ao ensaio do IL-8 Luc para designar a ILSLA. Ver IL8LA para a definigdo.

SLR-LA: Abreviatura utilizada no relatorio de validagdo e em publicacdes anteriores
relativas ao ensaio do IL-8 Luc para designar a GAPLA. Ver GAPLA para a definicao.

Controlo do solvente/veiculo: Amostra ndo tratada que contém todos os componentes de
um sistema de ensaio, com excecdo do produto quimico em estudo, mas incluindo o
solvente/veiculo utilizado. Serve para determinar a resposta de referéncia para as amostras
tratadas com o produto quimico em estudo dissolvido ou em dispersdo estavel no mesmo
solvente/veiculo. Quando testada simultaneamente com um controlo de meio, esta amostra
também indica se o solvente/veiculo interage com o sistema de ensaio.

Especificidade: Propor¢do dos produtos quimicos negativos/inativos que sdo corretamente
classificados pelo ensaio. Permite medir a precisdo de um ensaio que produz resultados
categdricos € € um aspeto importante a ter em conta na avaliacdo da pertinéncia de um
ensaio (16).

Substancia: Um elemento quimico e seus compostos, no estado natural ou obtidos por
qualquer processo de produgdo, incluindo qualquer aditivo necessario para preservar a sua
estabilidade e quaisquer impurezas resultantes do processo utilizado, mas excluindo
qualquer solvente que possa ser separado sem afetar a estabilidade da substancia nem alterar
a sua composicao.

Tensioativo: Também designado agente de superficie, ¢ uma substdncia, como um
detergente, capaz de reduzir a tensdo superficial de um liquido, permitindo-lhe formar
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espuma ou penetrar em solidos; € igualmente designado por agente molhante. (TG437)

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

THP-G8: Uma linha celular reporter da IL-8 utilizada no ensaio IL-8 Luc. A linha celular
humana semelhante a macrofagos THP-1 foi transfetada com os genes da luciferase SLO e
SLR sob o controlo dos promotores da IL-8 e da GAPDH, respetivamente.

Sistema Mundial Harmonizado de Classificacido e Rotulagem de Produtos Quimicos
das Nacgdes Unidas — GHS da ONU (em inglés: United Nations Globally Harmonized
System of Classification and Labelling of Chemicals — UN GHS): Sistema que propde a
classificacdo dos produtos quimicos (substancias e misturas) em fun¢do de tipos e niveis
normalizados de perigos fisicos, sanitarios e ambientais e trata dos elementos de
comunicacdo correspondentes, nomeadamente pictogramas, palavras-sinal, adverténcias de
perigo, recomendacdes de prudéncia e fichas de dados de seguranga, de modo a transmitir
informacgdes sobre os respetivos efeitos nocivos, tendo em vista a protegdo das pessoas
(incluindo empregadores, trabalhadores, transportadores, consumidores e pessoal dos
servigos de emergéncia) e do ambiente (21).

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

Método de ensaio valido: Um ensaio considerado suficientemente pertinente e fiavel para
um fim especifico e que se baseia em principios cientificamente sélidos. Um ensaio nunca ¢
vélido em termos absolutos, mas apenas em relagdo a um objetivo definido.
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Apéndice 3.2

PRINCIPIO DE MEDICAO DA ATIVIDADE DA LUCIFERASE E DETERMINACAO
DOS COEFICIENTES DE TRANSMISSAO DE FILTRO OTICO PARA SLO E SLR

O sistema de ensaio multirrepdrter — Tripluc — pode ser utilizado com luminémetro de
microplacas equipado com um sistema de dete¢do multicolor com filtro 6tico (por
exemplo, Phelios AB-2350 (ATTO), ARVO (PerkinElmer), Tristar LB941 (Berthold)).
O filtro 6tico utilizado na medig¢ao ¢ um filtro passa-alta ou passa-baixa de 600-620 nm
ou um filtro passa-banda de 600-700 nm.

Medicao de duas cores de luciferase com um filtro 6tico

O exemplo seguinte utiliza o Phelios AB-2350 (ATTO). Este luminémetro esta
equipado com um filtro passa-alta de 600 nm (R60 HOYA Co.), 600 nm LP, filtro 1)
para separar a luminescéncia SLO (Améx. = 580 nm) da luminescéncia SLR (Amax. =
630 nm).

Para determinar os coeficientes de transmissdo do filtro passa-alta de 600 nm, convém,
em primeiro lugar, utilizando enzimas luciferases SLO e SLR purificadas: i) medir a
intensidade da bioluminescéncia de SLO e SLR na auséncia de filtro (FO0), ii) medir a
intensidade da bioluminescéncia de SLO e SLR que atravessou o filtro 1 (passa-alta
600 nm) e iii) calcular os coeficientes de transmissao do filtro 1 (600 nm) para SLO e

SLR abaixo indicados.
Transmission coefficients |Abbreviation |Definition
Filter 1 . The filter’s transmission
SLO Transmission |KOkreo .
. coefficient for the SLO
coefficients
Filter 1 . The filter’s transmission
SLR Transmission [KRxreo .
. coefficient for the SLR
coefficients

Se a intensidade de SLO e SLR na amostra de ensaio for definida como O ¢ R,
respetivamente, 1) a intensidade da luz sem filtro (todas as oticas) FO e ii) a intensidade
da luz transmitida através do filtro 1 (600 nm) F1 sdo descritas como se segue.

FO=0+R
F1 =xO0rs0 X O + kRreo X R

Estas equagdes podem ser reformuladas do seguinte modo:

<FO> ( 1 1 )(O>
F1 KOpso  KRpgo/ \R
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Em seguida, utilizando os fatores de transmissdo calculados (kOreo € KRreo) € 0s
valores FO e F1 medidos, ¢ possivel calcular os valores O e R do seguinte modo:

<O> ( 1 1 >_1<F0)
R KOpeo  KRpeo F1

Materiais e métodos para determinacio do fator de transmissio
(1) Reagentes

Enzimas luciferases purificadas:

Enzima SLO purificada liofilizada
Enzima SLR purificada liofilizada

(que, para os trabalhos de validagdo, foram obtidas junto do GPC Lab. Co. Ltd.,
Tottori, Japao com a linha celular THP-G8)

Reagente do ensaio:

Reagente Tripluc® Luciferase (por exemplo, de TOYOBO Cat#MRA-301)

Meio: para o ensaio da luciferase (30 ml, armazenada a 2-8 °C)

Conc. final | Volume
Reagente Conc. . '

no meio necessario
RPMI-1640 - - 27 ml
SBF - 10 % 3ml

(2) Preparagdo da solugdo enzimadtica

Dissolver a enzima luciferase purificada liofilizada no tubo, adicionando 200 ul de
10 ~ 100 mM Tris/HCI ou Hepes/HCI (pH 7.5 ~ 8.0) e complementado com 10 %
(m/v) de glicerol; dividir a solu¢do enzimatica em aliquotas de 10 ul em tubos
descartaveis de 1,5 ml e armazena-los num congelador a -80 °C. A solugdo enzimatica
congelada pode ser utilizada no prazo de seis meses. Para utilizar as solugdes, adicionar
1 ml de meio do ensaio da luciferase (RPMI-1640 com 10 % de SBF) a cada tubo de
solu¢do enzimatica (solucdo enzimatica diluida) e manté-los em gelo, a fim de evitar a
desativacao.

(3) Medi¢do da bioluminescéncia

Descongelar o reagente do ensaio Tripluc® Luciferase e manté-lo a temperatura
ambiente, quer em banho-maria, quer a temperatura do ar. Ligar o luminémetro
30 minutos antes do inicio da medicdo para permitir a estabilizacdo do
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fotomultiplicador. Transferir 100 pl da solug¢do enzimatica diluida para uma placa negra
de 96 pocos (fundo plano) (amostra de referéncia SLO para #B1, #B2, #B3 e amostra
de referéncia SLR para #D1, #D2, #D3). Em seguida, transferir 100 pl de Tripluc pré-
aquecido para cada poco da placa que contém a solugdo enzimatica diluida, utilizando
uma pipeta automatica. Agitar a placa durante 10 minutos a temperatura ambiente
(cerca de 25 °C) num agitador de placas. Retirar as bolhas que se formarem nas
solugdes nos pogos. Colocar a placa no lumindémetro para medir a atividade da
luciferase. A bioluminescéncia ¢ medida durante trés segundos sem filtro 6tico (FO) e,
em seguida, durante trés segundos com filtro 6tico (F1).

O coeficiente de transmissao do filtro 6tico foi calculado do seguinte modo:

Coeficiente de transmissdo (SLO (kOreo))= (#B1 de F1+ #B2 de F1+ #B3 de F1) /
#B1 de FO+ #B2 de FO+ #B3 de F0)

Coeficiente de transmissdo (SLR («Rre0))= (#D1 de F1+ #D2 de F1+ #D3 de F1) /
(#D1 de FO+ #D2 de FO+ #D3 de FO0)

Os fatores de transmissao calculados sdo utilizados para todas as medi¢des executadas
utilizando o mesmo luminémetro.

Controlo da qualidade do equipamento

Devem utilizar-se os procedimentos descritos no protocolo IL-8 Luc (18).

518



D060575/02

Apéndice 3.3

SUBSTANCIAS PARA A DEMONSTRACAO DE COMPETENCIA

Antes de utilizarem, por rotina, o ensaio descrito no presente apéndice do método de ensaio
B.71, os laboratérios devem demonstrar a sua competéncia técnica obtendo a previsdao
esperada com o ensaio IL-8 Luc para as dez substancias recomendadas no quadro 1 e
obtendo valores que se encontrem dentro do intervalo de referéncia correspondente para,
pelo menos, oito das dez substancias de demonstracdo de competéncia (selecionadas para
representar o intervalo de respostas possiveis ao perigo de sensibilizagdo cutanea). Outros
critérios de selecdo foram a disponibilidade comercial das substancias e a disponibilidade de
dados de referéncia in vivo de elevada qualidade, bem como de dados in vitro de alta
qualidade produzidos com o ensaio IL-8 Luc. Além disso, existem dados de referéncia
publicados para o ensaio IL-8 Luc (6) (1).

Quadro 1: Substancias recomendadas para a demonstracdo de competéncia técnica com o ensaio IL-8 Luc

Intervalo de

A . Solubilidade Previsao A .
Substancias para a em Previsio in  IL-8 Luc? referéncia
demonstracio de N.°CAS Estado . (ug/ml)3
competéncia X-VIVO1S vive MIT IL

P a 20 mg/ml CVo5* >
8 Luc
2.4-Dinitroclorobenzeno  97-00-7  Solido  Insolivel  SonSiPHliZante p i 2339 0523
(extremo)
. L , Sensibilizante .
Formaldeido 50-00-0 Liquido Soluvel Positivo 9-30 4-9
(forte)
2-Mercaptobenzotiazol 149-30- g4lido Insolivel ~ Scnsibilizante b 250200 60-250
4 (moderado)
Etilenodiamina 107-15- Liquido Solavel Sensibilizante Positivo 500-700 0,1-0,4
3 (moderado)
Dimetacrilato de 97-90-5 Liquido  Insolivel ~ Sensibilizante oo 2000  0,04-0,1
etilenoglicol (fraco)
4-Alilanisol (estragol) 140(;67' Liquido  Insolivel Sen(sggif;‘me Positivo  >2000  0,01-0,07
Sulfato de 3810- 1 , Nao .
estreptomicina 74-0 S6lido Solivel sensibilizante Negativo > 2000 > 2000
Glicerol 56-81-5 Liquido  Solavel Nao Negativo ~ >2000 > 2000
sensibilizante
Isopropanol 67-63-0 Liquido  Soluvel Nao Negativo ~ >2000 > 2000

sensibilizante

Abreviaturas: N.° CAS = Numero de registo do Chemical Abstracts Service.
I A poténcia in vivo é determinada utilizando os critérios propostos pelo ECETOC (19).
2 Com base em valores historicos observados (1) (6).

30s valores CV05 ¢ MIT IL-8 Luc foram calculados utilizando a solubilidade na dgua dada pelo programa EPI
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SuiteTM.
4 CV05: a concentragdo minima a qual os produtos quimicos apresentam uma Inh-GAPLA inferior a 0,05.

5 MIT: as concentragdes mais baixas as quais um produto quimico satisfaz os critérios de positividade.

Apéndice 3.4

INDICES E CRITERIOS DE APRECIACAO
nILSLA (nSLO-LA)

A j-ésima repeti¢do (j = 1 a 4) da i-ésima concentracdo (i =0 a 11) ¢ medida para ILSLA
(SLO-LA) e GAPLA (SLR-LA), respetivamente. A IL8LA normalizada, designada por
nIL8LA (nSLO-LA), ¢ definida como:

nIL8LA;; = IL8LAi]-/GAPLAi]-
Trata-se da unidade de medida de base neste ensaio.
Ind-ILSLA (FInSLO-LA)

O aumento médio do valor nIL8LA (nSLO-LA) para a repeti¢ao a i-ésima concentracdo em
comparacao com a mesma a concentracao 0, Ind-IL8LA, ¢ a medida principal deste ensaio.
Esta relagdo € escrita através da formula seguinte:

Ind — IL8LA; = {(1/4) x ¥;nIL8LA;;}/{(1/4) X ¥;nIL8LA;}

O laboratdrio principal propds que um valor de 1,4 corresponda a um resultado positivo para
o produto quimico em estudo. Este valor baseia-se na investigacdo dos dados historicos do
laboratorio principal. A equipa de gestdo dos dados utilizou, em seguida, este valor em todas
as fases do estudo de validacao. O principal resultado, Ind-IL8LA, ¢ o racio de duas médias
aritméticas, tal como demonstrado na equacao.

Intervalo de confianca de 95 % (IC 95 %)

A precisdo desta medida do resultado principal ¢ estimada gragas ao intervalo de
confianca de 95 % (IC 95 %) baseado no racio. O limite inferior do IC 95 % > 1 indica que
o valor niL8LA a i-ésima concentracdo ¢ significativamente superior ao valor obtido com o
controlo do solvente. O IC 95 % pode ser calculado de varias formas. No presente estudo,
foi utilizado o método conhecido como teorema de Fieller. Segundo este teorema, o
intervalo de confianga de 95 % obtém-se por recurso a seguinte féormula:
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—B —+VB? —4AC —B + VvB? —4AC

2A 2A
€m que
sd? Sdz-
A= )_(%—tg_975(v) Xn_o, B = —ZX)_(X}_’, Cz}_’iz_tg.975(v) Xn—yl,andno =4‘,
0 yi

Xo = (1/n) x ¥;nIL8LAy;, sdf ={1/(no — 1)} x ¥;(nIL8LA; — >—<0)2,
ny; = 4, §; = (1/ny;) x ¥;(nIL8LAy)), sd§i = {1/(ny; — 1)} x ¥;(nIL8LA;; — yi)z.

to975() € 0 percentil 97,5 da distribuigdo central t com o y do grau de liberdade, em que

v= (24 2 /() g - 1 + (22) /(- )}

nyi

Inh-GAPLA (II-SLR-LA)

O valor Inh-GAPLA ¢ um racio do valor GAPLA médio (SLR-LA) para a repeticao da i-
€sima concentracao, comparativamente ao valor obtido com o controlo do solvente, escrito
conforme se segue:

Inh — GAPLA; = {(1/4) X X; GAPLA;;}/{(1/4) X X; GAPLA,;}.

Dado que o valor GAPLA ¢ o denominador da niL8LA, um valor extremamente baixo
provoca uma grande variagdo no valor nIL8LA. Por conseguinte, os valores Ind-ILSLA com
um valor extremamente baixo para Inh-GAPLA (inferior a 0,05), podem ser considerados
pouco precisos.
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Apéndice 3.5

ESQUEMA DOS METODOS DE DISSOLUCAO DE PRODUTOS QUIMICOS PARA O
ENSAIO IL-8 LUC.

(a) Para os produtos quimicos dissolvidos em X-VIVO™ 15 a 20 mg/ml
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Se o produto quimico for soldvel em X-

VIVOTM 15 (1.2 ensaio) Urn fator de duluugﬁo des
20 mg/ml Solugio concentrada (4
Um fator de diluicio de 2 mg/ml)
1 mg'mi 4 mg/ml
------------------------- L2 mgdeml

', Adicionar a suspensao celular numa placa de 96 alvéolos

e e b e b e e

0.5 mg/mi 2 mp/ml
I 1 mgfmi

Determinara concentracio mais elevada das seguintes experiéncias

' CV05; a menor cancentragdo em que Inh-GAPLA se
i \‘\\ torna <0,05 (a concentracdo da solucdo x/1 fator de

' \\ / diluicdo (X))

Inh -5 APL A

1engfml 4 engdml
0 i osmglml 2 mpdml
2.2, 3.2 ou 4.2 ensaio I
Diluir
. ™ 1x 4y CVOS (4x a concentracdo da
LRI e Um fator de diluicio de 1,5 solugdo x 1/X)

e b b b b e b e b e

Adicdo as células numa placa de 96 alvéolos
l 2xCV0S

it

(b) Para produtos quimicos insoluveis em X-VIVOTM 15 a 20 mg/ml
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Se o produto quimico for insoldvel em X- Rod l
. ar e
VIVOTM 15 (1.2 ensaio) 20 mg/m centrifugar 4 Sobrenadante
A dilution factor of 2 (Solucdo concentrada)
®x11024 x1/2
x1/512 x1 " 213 x1/32 *1/2

M Adicionar a suspensdo celular numa placa de 96

| | S e AT A

*12048 %1 1512 *11128 *1 132 X118 o
0 x1/1024 x1/256 x1064 x1/16 x4 Dilui¢ao final

CV05; a menor concentragao em que Inh-GAPLA se
torna <0,05 (a concentragdo da solugdo »/1 fator de
diluicdo X))

: AN A—

Inh-GAPLA
N

Concentracio final da 2.9, 3.0 e 4.7 experibncias

172048 sl x18 ®2
0 xlA024 1/X xM1E x4
2.2, 3.2 pu 4.2 ensaio
Dllulr
dx CVO5 (dx a concentracdo da
XVIVO™ 15 trol
S Um fator de diluicio de 1,5 solugdo x 1/x)

e e b o e e e

Adicdo as células numa placa de 96 alvéolos

l 2xCV05
b b b e e R
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Apéndice 3.6

ESQUEMA DO METODO DE DISSOLUCAO DE 4-NBB PARA O CONTROLO POSITIVO
DO ENSAIO IL-8 LUC.

O controlo positivo: 4-NBB (insoltvel em X-VIVO™ 15

Um fator de diluicdo de

4
— I
Rodar e
centrifugar Sobrenadante ¥4
20 mag/m! "

Diluicdo com um fator de 2

-

S SS PSSR ES

Y AIVG™ 16 X116 x1/8 x1/4

controlo
Adicdo as células numa placa de

B 96 awvéolos (soul: S0)

KNMIVO™ 15 ¥1/32  x1/M16 x1/8
controlo

»
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(9) Na parte C, sao aditados os seguintes capitulos:

«C.52 ENSAIO ALARGADO DE REPRODUCAO NUMA GERACAO EM
PEIXE-DO-ARROZ-JAPONES (MEOGRT)

INTRODUCAO

1.

O presente método de ensaio ¢ equivalente as orientagdes de ensaio 240 da OCDE (2015).
Trata-se de um método de ensaio completo baseado na exposi¢do de peixes ao longo de
varias geracoes, que visa obter dados passiveis de serem utilizados para avaliar os perigos
e os riscos para o ambiente associados aos produtos quimicos, nomeadamente produtos
suspeitos de serem desreguladores endocrinos. A exposi¢do no ensaio MEOGRT
prolonga-se até a eclosdo (até duas semanas pds-fecundacido — «spf») na segunda geracao
(F2). Seriam necessarias investigagdes complementares para justificar a utilidade de um
eventual prolongamento da geragdo F2 para além da eclosdo; as informacdes atualmente
disponiveis ndo fornecem condi¢des nem critérios que justifiquem prolongar a geragao F2.
No entanto, o método pode ser atualizado a medida que forem surgindo novos dados e
informagdes a ter em conta. Por exemplo, podem ser futeis, em determinadas
circunstancias, orientagdes para a extensdo da geracdo F2 até a reprodugdo (por exemplo,
no caso de produtos quimicos com um elevado potencial de bioconcentragdo ou de indicios
de efeitos transgeracionais noutras taxa). O método pode ser utilizado para avaliar
potenciais efeitos cronicos dos produtos quimicos — incluindo produtos quimicos
suscetiveis de terem efeitos desreguladores do sistema enddcrino —, nos peixes. Enfatiza
potenciais efeitos pertinentes ao nivel da populagdo (nomeadamente impactos negativos na
sobrevivéncia, no desenvolvimento, no crescimento e na reproducdo), a fim de calcular
uma concentragao sem efeitos observaveis (NOEC) ou uma concentragdo efetiva a x %
(CEx), embora se deva notar que as abordagens do tipo CEx raramente sdo adequadas para
estudos de grande dimensdo deste tipo, em que o aumento do nimero de concentragdes de
ensaio a fim de determinar a CEx desejada pode ser invidavel e causar problemas
significativos em termos de bem-estar animal devido ao elevado niimero de individuos
utilizados. Para produtos quimicos que ndao exijam uma avaliagdo ao longo de vérias
geragdes ou que ndo sejam potenciais desreguladores enddcrinos, pode ser mais adequado
recorrer a outros métodos de ensaio (1). O peixe-do-arroz-japonés ¢ a espécie adequada
para utiliza¢do neste método de ensaio, dado o seu ciclo de vida curto e a possibilidade de
determinar o sexo genético (2), que ¢ considerado um componente critico do método. Os
procedimentos e os parametros especificos descritos sdo aplicaveis apenas ao
peixe-do-arroz-japonés. Outras espécies de peixes de pequena dimensdao (por exemplo,
peixe-zebra) podem ser adaptadas a um protocolo de ensaio semelhante.
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2. O presente método de ensaio mede varios parametros bioldgicos. Trata-se, em primeiro
lugar, de enfatizar os potenciais efeitos nocivos nos parametros pertinentes em termos das
populagdes, incluindo a sobrevivéncia, o desenvolvimento visivel, o crescimento e a
reproducdo. Em segundo lugar, para fornecer informagdes mecanisticas e estabelecer
ligagdes entre os resultados de outros tipos de estudos de campo e laboratoriais que
proporcionem provas a posteriori de uma atividade potencialmente desreguladora do
sistema endocrino (por exemplo, atividade androgénica ou estrogénica noutros testes e
ensaios), obtém-se outras informagdes uteis medindo o ARN mensageiro da vitelogenina
(ARNm vtg) — ou a proteina vitelogenina, VTG —, determinando as caracteristicas sexuais
secunddrias (CSS) fenotipicas relacionadas com o sexo genético e procedendo a uma
avaliacdo histopatologica. Note-se que, se um produto quimico em estudo ou os seus
metabolitos ndo forem suspeitos de serem perturbadores enddcrinos, pode ndo ser
necessario medir estes pardmetros secundarios e ser mais adequado realizar estudos que
exijam uma quantidade inferior de recursos e de animais (1). As defini¢des utilizadas no
presente método de ensaio constam do apéndice 1.

CONSIDERACOES INICIAIS E LIMITACOES

3. Devido ao nimero limitado de produtos quimicos testados e de laboratérios envolvidos na
validag¢dao do presente método de ensaio, bastante complexo, prevé-se que, quando estiver
disponivel um numero suficiente de estudos para determinar o impacto desta nova
concecdo, o método seja reexaminado e, se necessario, atualizado a luz da experiéncia
adquirida. Os dados podem ser utilizados ao nivel 5 do Quadro Conceptual da OCDE para
o Ensaio e a Avaliagdo de Desreguladores Endocrinos (3). O ensaio inicia-se com a
exposicao de peixes adultos (geragdo F0) ao produto quimico em estudo durante a fase de
reproducdo. A exposi¢do prossegue durante as fases de desenvolvimento e de reproducdo
na geracdo F1 e durante a fase de eclosdo na geragdo F2; deste modo, o ensaio permite
avaliar as vias endocrinas, tanto estruturais como ativacionais. Na interpretacdo dos
parametros medidos a nivel endocrino, pode aplicar-se uma abordagem baseada na anélise
do peso da prova.

4. O ensaio deve incluir um niamero de individuos suficiente para a avaliacdo dos parametros
relativos a reproducdo (ver apéndice 3), assegurando que esse numero seja 0 minimo
necessario, por razdes de bem-estar animal. Tendo em conta o elevado nimero de animais
utilizados, ¢ importante ponderar atentamente a necessidade de realizar o ensaio em fung¢do
dos dados de que se disponha, os quais podem ja conter informagdes pertinentes sobre
muitos dos parametros medidos no ensaio MEOGRT. O documento da OCDE sobre o
quadro de ensaio da toxicidade nos peixes pode auxiliar neste sentido (1).
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5. O método de ensaio foi concebido essencialmente para distinguir os efeitos de uma tnica
substancia. No entanto, se for necessario realizar o ensaio de uma mistura, convém
verificar se os resultados serdo aceitaveis para a finalidade regulamentar pretendida.

6. Antes do inicio do ensaio, ¢ importante dispor de informagdes sobre as propriedades
fisico-quimicas do produto quimico em estudo, nomeadamente para garantir a estabilidade
das solugdes quimicas produzidas. E igualmente necessério dispor de um método analitico
suficientemente sensivel para verificar as concentragdoes do produto quimico em estudo.

PRINCIPIO DO ENSAIO

7. O ensaio comeca pela exposicdo de machos e fémeas sexualmente maduros (pelo menos 12
spf) em casais reprodutores, durante trés semanas, no decurso as quais o produto quimico
em estudo ¢ distribuido no organismo da geracdo parental (FO) de acordo com o respetivo
comportamento toxicocinético. Os ovos sdo recolhidos o mais proximo possivel do
primeiro dia da quarta semana para iniciar a geragdo F1. Durante a criacdo da geragdo F1
(15 semanas no total), sdo avaliadas a taxa de eclosdo e a sobrevivéncia. Além disso, os
peixes sdo recolhidos as 9-10 spf para a medicdo dos parametros de desenvolvimento e a
desova ¢ avaliada durante trés semanas, da spf 12 até a 14. A geracdo F2 ¢ iniciada apos a
terceira semana de avaliacdo da reprodugdo e criada até ao final da eclosio.

CRITERIOS DE VALIDADE DO ENSAIO
8. Sao aplicaveis os seguintes critérios de validade do ensaio:

- A concentracao de oxigénio dissolvido deve ser > 60 % do valor da saturagdo no ar
durante todo o ensaio;

- A temperatura média da agua ao longo de todo o estudo deve situar-se entre 24 e 26 °C.
Eventuais afastamentos de curta duragao relativamente a média em determinados aquarios
nao devem ser superiores a 2 °C;

- A fecundidade média dos controlos em cada geragdo (FO e F1) deve ser superior a 20 ovos
por casal e por dia. A fertilidade de todos os ovos produzidos durante a avaliagdo deve ser
superior a 80 %. Além disso, 16 dos 24 casais reprodutores de controlo recomendados
(> 65 %) devem produzir mais de 20 ovos por casal e por dia;

- A taxa de eclosdo dos ovos deve ser > 80 % (em média) nos controlos (em cada uma das
geragoes F1 e F2);
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- A sobrevivéncia apos a eclosdo até 3 spf e a partir de 3 spf até a eutanasia, para a geragao
F1 (ou seja, 15 spf), deve ser > 80 % (em média) e > 90 % (em média), respetivamente,
nos controlos (F1);

- Os dados disponiveis devem demonstrar que as concentragdes do produto quimico em
estudo dissolvido foram corretamente mantidas num intervalo de + 20 % em relacdo a
média dos valores medidos.

No que diz respeito a temperatura da d4gua, embora ndo se trate de um critério de validade, os
replicados no dambito de um tratamento, assim como os grupos de tratamento no ambito do
ensaio, ndo devem diferir estatisticamente uns dos outros (atendendo as temperaturas
medidas diariamente e excluindo eventuais afastamentos de curta duragao).

9. Embora se possa observar uma diminui¢do da reprodug¢do nos grupos expostos as
concentracdes mais elevadas, a reproducao deve ser suficiente, para encher as eclosoras,
pelo menos no terceiro grupo mais exposto e em todos os grupos menos expostos da
geragdo FO. Além disso, a sobrevivéncia embrionéria no terceiro grupo mais exposto € nos
grupos menos expostos da geracdo F1 deve permitir avaliar os parametros medidos
aquando da amostragem subadulta (ver pontos 36 e 38 do apéndice 9). Além disso, deve-se
observar pelo menos uma taxa minima de sobrevivéncia pds-eclosdo (~20 %) no segundo
grupo de exposicao mais exposto de F1. Nao se trata de critérios de validade per se, mas de
recomendacdes destinadas a permitir o calculo de NOEC sélidas.

10. Caso se observe um desvio em relacdo aos critérios de validade, devem analisar-se as
consequéncias em relacdo a fiabilidade dos resultados do ensaio, devendo os desvios € a
sua apreciagdo ser referidos no relatorio de ensaio.

DESCRICAO DO METODO

Equipamento

11. Equipamento normal de laboratorio, designadamente o seguinte:

a) Medidores de oxigénio e de pH;
b) Equipamento para determinac¢do da dureza e da alcalinidade da 4gua;

c) Aparelho adequado para o controlo da temperatura e, de preferéncia, um
acompanhamento continuo;

d)Cubas de um material quimicamente inerte e de capacidade adequada a carga
e a densidade de ocupagdo recomendadas (ver apéndice 3);

e) Balanga de precisdo apropriada (isto €, com uma precisdo de = 0,5 mg).
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Agua

12. Pode utilizar-se nos ensaios qualquer dgua na qual a espécie em estudo apresente taxas

adequadas de crescimento e de sobrevivéncia a longo prazo. A qualidade da agua deve
manter-se constante durante o ensaio. Para assegurar que a dgua de dilui¢do nao influencia
indevidamente o resultado do ensaio (por exemplo, por complexagdo do produto quimico
em estudo) nem afeta negativamente o desempenho dos progenitores, devem colher-se
regularmente amostras para analise. Deve determinar-se o teor de metais pesados (Cu, Pb,
Zn, Hg, Cd, Ni, etc.), dos principais anides e catides (Ca>", Mg**, Na*, K, CI', SO4%, etc.),
de pesticidas, de carbono organico total e de solidos em suspensdo, por exemplo, de seis
em seis meses, caso se saiba que a qualidade da 4gua de diluicdo se mantém relativamente
constante. No apéndice 2 apresentam-se algumas caracteristicas quimicas de uma agua de
diluicdo aceitavel. Os valores de pH devem situar-se entre 6,5 e 8,5, ndo devendo, num
dado ensaio, sofrer variagdes superiores a 0,5 unidades de pH.

Sistema de exposiciao

13.

Nao se especificam a concecdo e os materiais utilizados no sistema de exposi¢ao. Para a
construgdo desse sistema, devem utilizar-se vidro, aco inoxidavel ou outro material
quimicamente inerte que nao tenha sido contaminado em ensaios anteriores. Para efeitos

do presente ensaio, pode ser adequado um sistema de exposi¢do constituido por um sistema
de fluxo continuo (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11) (12) (13).

Solucdes de ensaio

14.

15.

A solucdo-mae do produto quimico em estudo deve ser introduzida no sistema de
exposi¢do por meio de uma bomba adequada. O débito da solucao deve ser calibrado a luz
da confirmacao analitica das solu¢des de ensaio antes do inicio da exposi¢cdo e deve ser
objeto de controlo volumétrico periddico durante o ensaio. Em cada camara, a solugdo ¢
renovada em fungdo das necessidades (por exemplo, minimo de 5 renovagdes de
volume/dia até 16 renovagdes de volume/dia ou até um débito de 20 ml/min), consoante a
estabilidade do produto quimico em estudo e a qualidade da agua.

As solugdes de ensaio sdo ajustadas a concentracdo pretendida por diluicdo da
solucdo-mae. De preferéncia, esta deve ser preparada por simples mistura ou agitacdo do
produto quimico em estudo na agua de diluicdo por meios mecanicos (agitagdo e/ou
dispersdo ultrassonica, por exemplo). Podem ser utilizadas colunas/sistemas de saturagdo
ou métodos de dosagem passiva (14) para obter uma solugdo-made com a concentracdo
pretendida. Devem realizar-se todos os esforgos para evitar a utilizagdo de solventes ou
outros veiculos, porque: (1) alguns solventes podem, por si sO, induzir toxicidade e/ou
respostas indesejaveis ou inesperadas; (2) o ensaio de produtos quimicos acima da sua
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solubilidade em d4gua (frequente quando se utilizam solventes) pode resultar em
determinagdes inexatas das concentragdes efetivas; (3) a utilizacdo de solventes pode
resultar num grau significativo de formacgdo de biofilmes decorrente da atividade
microbiana, passivel de ter impacto nas condi¢cdes ambientais, bem como na capacidade de
manter concentragdes de exposi¢do e (4) na auséncia de dados histéricos que demonstrem
que o solvente ndo influencia o resultado do estudo, a utilizagdo de solventes exige um
tratamento com base no bem-estar animal, na medida em que sdo necessarios mais
individuos para a realizagdo do ensaio. Para os produtos quimicos dificeis de ensaiar, ¢
possivel, em ultimo recurso, utilizar um solvente; consultar o documento de orientagdes
n.° 23 da OCDE sobre ensaios de toxicidade aquatica de substancias e misturas dificeis
(15), para determinar o melhor método. A escolha do solvente sera determinada pelas
propriedades quimicas do produto quimico em estudo e pela existéncia de dados historicos
sobre a utilizacdo do solvente. Se forem utilizados solventes como veiculos, devem
realizar-se controlos adequados para o solvente para além dos controlos (negativos) sem
solvente (apenas agua de diluicdo). Caso seja inevitavel a utilizacdo de um solvente e
ocorra atividade microbiana (formag¢ao de biofilmes), recomenda-se o registo ou a inclusdo
no relatério da presenca de biofilme em cada cuba (pelo menos uma vez por semana)
durante todo o ensaio. Idealmente, a concentragao de solvente deve ser mantida constante
no controlo com solvente e em todos os grupos de tratamento. Se tal ndo suceder, deve-se
utilizar no controlo com solvente a concentracao mais elevada utilizada no tratamento de
ensaio. Nos casos em que se utiliza um solvente como veiculo, as concentragdes maximas
de solvente ndo devem exceder 100 pl/l ou 100 mg/l (15), recomendando-se que se
mantenha a concentracdo de solvente mais baixa possivel (por exemplo, < 20 ul/l), para
evitar os potenciais efeitos do solvente nos parametros medidos (16).

Animais de ensaio

Selegdo e confinamento dos peixes
16. A espécie utilizada no ensaio ¢ o peixe-do-arroz-japonés, Oryzias latipes, devido ao seu
curto ciclo de vida e a possibilidade de determinar o sexo genético. Embora outras espécies
de pequenos peixes possam ser adaptadas a um protocolo de ensaio semelhante, os
métodos e parametros de observagdo especificos descritos no presente método de ensaio
sdo aplicaveis apenas ao peixe-do-arroz-japonés (ver ponto 1). Esta espécie adapta-se bem
a reproducdo em cativeiro; foram publicados métodos para a sua cultura (17) (18) (19) e
estdo disponiveis dados relativos a letalidade a curto prazo, as primeiras fases da vida e ao
ciclo de vida completo (5) (6) (8) (9) (20). Todos os peixes sdo submetidos a um
fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horas de escuriddo. Os peixes sdo alimentados com
artémias vivas (Artemia spp.), nauplios que podem ser complementados, se necessario,
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com alimentos floculados disponiveis no mercado. Estes alimentos devem ser analisados
regularmente para garantir que nao estao contaminados.

Desde que sejam seguidas as praticas de criacdo adequadas, ndo ¢ necessario aplicar um
protocolo de cultura especifico. Por exemplo, o peixe-do-arroz-japonés pode ser criado em
cubas de 2 litros com 240 larvas por cuba até as 4 spf, depois em cubas de 2 litros com 10
peixes por cuba até as 8 spf, altura em que os casais reprodutores sao transferidos para
cubas de 2 litros.

Aclimatagdo e selegcdo dos peixes

18.

19.

Os peixes de ensaio devem ser selecionados a partir de uma tnica unidade populacional de
laboratério que tenha sido aclimatada durante, pelo menos, duas semanas antes do ensaio
em condicdes de qualidade da dgua e de iluminagdo semelhantes as utilizadas no mesmo
(este periodo de aclimatacao nao € um periodo de pré-exposi¢ao in situ). Recomenda-se
que os peixes de ensaio sejam obtidos a partir de uma cultura interna, uma vez que o
transporte de peixes adultos provoca stress e pode interferir com uma reprodugao fiavel.
Os peixes devem ser alimentados duas vezes por dia, durante todo o periodo de
confinamento e durante a fase de exposi¢do, com nauplios de artémia, complementados, se
necessario, com um alimento floculado disponivel no mercado. Para iniciar o ensaio,
considera-se necessario um minimo de 42 casais reprodutores (54 se for necessario um
controlo com solvente, devido, em parte, a falta de dados histéricos para justificar o
recurso apenas a este controlo), de modo a garantir uma replicagdo adequada. Além disso,
ha que verificar, para cada casal reprodutor da geragao FO0, se se trata de um casal XX-XY
(apresentando, para cada sexo, a configuracdo normal de cromossomas sexuais), para
evitar a possivel inclusdo de machos espontdneos XX (ver ponto 39).

Durante a fase de aclimatacdo, a mortalidade nos peixes de cultura deve ser registada e
devem aplicar-se os critérios seguintes apds um periodo de adaptacdo de 24 horas:

Mortalidade superior a 10 % da populagdo na cultura nos sete dias que antecedem a
transferéncia para o sistema de ensaio: rejeitar o lote completo;

Mortalidade entre 5 % e 10 % da populacdo nos sete dias que antecedem a transferéncia
para o sistema de ensaio: aclimatacido durante um periodo complementar de sete dias apos
o periodo de aclimatacao de duas semanas; se a mortalidade for superior a 5 % durante o
segundo periodo de sete dias, rejeitar o lote completo;

Mortalidade inferior a 5 % da populagdo nos sete dias que antecedem a transferéncia para
o sistema de ensaio: aceitar o lote.
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20. Os peixes ndao devem receber tratamento em caso de doenga durante o periodo de
aclimatacdo de duas semanas que precede o ensaio e durante o periodo de exposigao,
devendo evitar-se completamente, se possivel, qualquer tratamento. Os peixes com sinais
clinicos de doenga ndo devem ser utilizados no estudo. Deve manter-se um registo das
observagdes e de eventuais tratamentos profilaticos e terapéuticos durante o periodo de
cultura anterior ao ensaio.

21. A fase de exposi¢do deve ser iniciada com adultos sexualmente dimorficos, geneticamente
sexuados, provenientes de uma populacdo laboratorial de animais sexualmente maduros
criados a 25 °C £ 2 °C. Os peixes devem ser identificados como reprodutores comprovados
(ou seja, que tenha produzido descendéncia viavel) durante a semana que antecede a
exposicdo. Para todo o grupo de peixes utilizados no ensaio, o intervalo de pesos
individuais por sexo no inicio do ensaio deve ser mantido a + 20 % da média aritmética do
peso dos individuos do mesmo sexo. Antes do ensaio, deve proceder-se a pesagem de uma
subamostra de peixes para estimar o peso médio. Os peixes selecionados devem ter pelo
menos 12 spf e ter um peso > 300 mg para as fémeas ¢ > 250 mg para os machos.

CONCECAO DO ENSAIO

Concentracoes de ensaio

22. Recomenda-se a utilizagdo de cinco concentracdes do produto quimico em estudo, para
além do(s) controlo(s). Todas as fontes de informagdo devem ser tidas em conta aquando
da selecao da gama de concentragdes de ensaio: relagdes quantitativas estrutura-atividade
(QSAR), dados estabelecidos pelo método de referéncias cruzadas, resultados de ensaios
com peixes, nomeadamente de mortalidade aguda (capitulo C.1 do presente anexo), de
reproducdo a curto prazo (capitulo C.48 do presente anexo) e outros métodos de ensaio —
por exemplo, capitulos C.15, C.37, C.41, C.47 ou C.49 do presente anexo (21) (22) (23)
(24) (25) (26), se disponiveis, ou, se necessario, os resultados de um ensaio de
determinagdo da gama das concentragdes que inclua, se possivel, uma fase de reproducao.
Se for necessario um ensaio para determinar a gama de concentracdes, pode ser efetuado
em condi¢des (qualidade da agua, sistema de ensaio, carga animal) semelhantes as
utilizadas para o ensaio definitivo. Caso seja necessario utilizar um solvente e ndo existam
dados historicos disponiveis, pode utilizar-se o ensaio de determinacdo da gama de
concentracdes para identificar a adequagdo do solvente. A concentragdo maxima de ensaio
ndo deve exceder a solubilidade em agua, 10 mg/l ou 1/10 da CL50-96 horas (27). A
concentracao mais baixa deve ser 10 a 100 vezes inferior a concentragdo mais elevada. A
utilizagdo de cinco concentragdes permite ndo s6 medir as relagdes dose-resposta, como
também indica a concentracdo minima com efeito observavel (LOEC) e a NOEC,
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necessarias para a avaliagdo dos riscos em determinados programas regulamentares ou
contextos juridicos. Em geral, o fator de espacamento entre as concentragdes nominais do
produto quimico em estudo entre niveis de tratamento adjacentes ¢ < 3,2.

Replicados no ambito dos grupos de tratamento e dos controlos

23.

24.

Devem utilizar-se, no minimo, seis camaras de ensaio replicadas por cada concentragao de
ensaio (ver o apéndice 7). Durante a fase de reprodugdo (exceto para a geragdao F0), a
estrutura de replicagao ¢ duplicada para a avaliacao da fecundidade, utilizando-se em cada
replicado apenas um casal reprodutor (ver ponto 42).

Para além da série de concentragdes do produto quimico em estudo, deve utilizar-se um
controlo com 4gua de dilui¢do e, se necessario, um controlo com solvente. Para assegurar
um nivel adequado de representatividade estatistica, deve duplicar-se o nimero de camaras
de replicagdo para os controlos (ou seja, devem utilizar-se pelo menos doze replicados para
os controlos). Durante a fase de reprodugdo, o numero de replicados nos controlos ¢
duplicado (ou seja, 24 replicados no minimo, cada um com apenas um casal reprodutor).
Apds a reproducido, os replicados dos controlos ndo devem conter mais de 20 embrides
(peixes).

PROCEDIMENTO

Inicio do ensaio

25.

26.

Os peixes sexualmente ativos utilizados para iniciar a geragdo FO do ensaio sdo
selecionados com base em dois critérios: a idade (normalmente mais de 12 spf, mas de
preferéncia ndo mais de 16 spf) e o peso (=300 mg para as fémeas e > 250 mg para os
machos).

Os pares macho-fémea que satisfazem as especificagdes acima indicadas sdo transferidos
como casais individualizados para as cubas destinadas a receber os replicados, ou seja,
doze replicados nos controlos e seis replicados nos grupos tratados com o produto quimico
no inicio do ensaio. As cubas sdo atribuidas aleatoriamente a um tratamento (por exemplo,
T1-TS e controlo) e a um replicado (por exemplo, A-L nos controlos e A-F em tratamento),
sendo depois colocadas no sistema de exposicao com o débito adequado para cada cuba.

Condigoes de exposicao

27.

O apéndice 3 apresenta um resumo completo dos pardmetros e condigdes do ensaio. O
respeito destas especificagdes deve traduzir-se nos controlos por valores medidos
semelhantes aos enumerados no apéndice 4.
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28. Durante o ensaio, o oxigénio dissolvido, o pH e a temperatura devem ser medidos em, pelo
menos, um recipiente de ensaio para cada grupo de tratamento e para o grupo de controlo.
Estas medi¢des, com excecdo da temperatura, devem ser efetuadas, no minimo, uma vez
por semana durante o periodo de exposicdo. A temperatura da dgua ao longo de todo o
estudo deve situar-se, em média, entre 24 °C e 26 °C e deve ser medida todos os dias
durante o periodo de exposi¢do. Os valores de pH devem situar-se entre 6,5 ¢ 8,5, ndo
devendo, num dado ensaio, sofrer varia¢des superiores a +0,5 unidades de pH. Os
replicados no ambito de um tratamento, bem como os grupos de tratamento no ambito do
ensaio, nao devem diferir estatisticamente uns dos outros (com base nas temperaturas
medidas diariamente e excluindo eventuais afastamentos de curta duracao).

Duracio da exposicao

29. O teste expde os peixes sexualmente aptos a reproducgdo a partir da geracdo FO durante trés
semanas. Na semana 4 (aproximadamente no dia 24 do ensaio), ¢ estabelecida a geragdo F1
e os casais reprodutores FO sdo eutanasiados, sendo registado o seu peso e comprimento
(ver ponto 34). A geragdo F1 ¢ depois exposta durante mais de 14 semanas (15 semanas no
total para F1) e a geracdo F2 ¢ exposta durante duas semanas até a eclos@o. A duracao total
do ensaio ¢, em principio, de 19 semanas (ou seja, até a eclosdo da geragdo F2). A
cronologia das operagdes ¢ apresentada no quadro 2 e explicada em pormenor no
apéndice 9.

Regime alimentar

30. Os peixes podem ser alimentados ad libitum com Artemia spp. (nduplios com 24 horas de
vida), complementadas, se necessario, com alimentos floculados disponiveis no mercado.
Estes devem ser regularmente analisados para garantir que nao estdo contaminados com
pesticidas organoclorados, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAP) ou bifenilos
policlorados (PCB). Devem evitar-se alimentos com um nivel elevado de substancias
ativas no sistema enddcrino (como fitoestrogénios), que podem comprometer a resposta ao
ensaio. Os alimentos ndo consumidos e as matérias fecais devem ser removidos dos
recipientes de ensaio por recurso a um método adequado, por exemplo limpando
cuidadosamente o fundo de cada cuba com um sifdo. Os lados e o fundo de cada cuba
devem também ser limpos uma ou duas vezes por semana (por exemplo, raspando com
uma espatula). O apéndice 5 apresenta um exemplo de um regime alimentar. As doses
distribuidas baseiam-se no numero de peixes por replicado. Por conseguinte, sdo reduzidas
em caso de mortalidade num replicado.

Determinacio analitica e medicoes
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31. Antes do inicio do periodo de exposigdo, € necessario verificar o bom funcionamento do
sistema de distribuicdo do produto quimico. Devem definir-se todos os métodos analiticos
necessarios, incluindo o conhecimento suficiente da estabilidade do produto quimico no
sistema de ensaio. Durante este ultimo, determinam-se as concentragdes do produto
quimico em estudo a intervalos adequados, de preferéncia pelo menos uma vez por semana
num replicado para cada grupo de tratamento, mudando todas as semanas de replicado num
mesmo grupo de tratamento.

32. Durante o ensaio, os débitos de diluente e de solugdo-mae devem ser verificados a
intervalos regulares (no minimo, trés vezes por semana). Recomenda-se que os resultados
se baseiem em concentragdes medidas. No entanto, se a concentragdo do produto quimico
em estudo em solugdo tiver sido mantida satisfatoriamente no intervalo de + 20 % em
relagdo aos valores médios medidos ao longo de todo o ensaio, os resultados podem
basear-se nos valores nominais ou nos valores medidos. No caso de produtos quimicos que
apresentem uma acumulagdo marcada nos peixes, as concentracdes de ensaio podem
diminuir 2 medida que os peixes crescem. Nesses casos, recomenda-se que a taxa de
renovacdo da solucdo de ensaio em cada camara seja adaptada de modo a manter as
concentragdes de ensaio tdo constantes quanto possivel.

Observagoes e parametros medidos

33. Os parametros medidos sdo a fecundidade, a fertilidade, a eclosdo, o crescimento e a
sobrevivéncia, com o objetivo de avaliar os possiveis efeitos a nivel da populagdo.
Também devem ser feitas observagdes diarias do comportamento, havendo que registar
quaisquer comportamentos andémalos. Os niveis hepaticos de ARNm vtg ou de proteina
VTG medidos por imunoensaio (28), os marcadores sexuais fenotipicos — como as papilas
da barbatana anal caracteristicas do macho —, a avaliagdo histoldgica do sexo gonadal e a
avalia¢do histopatoldgica dos rins, do figado e das gonadas (ver lista de pardmetros no
quadro 1) constituem outros parametros mecanisticos. Todos estes pardmetros especificos
sdo avaliados no contexto da determinacdo do sexo genético do individuo baseada na
presenca ou na auséncia do gene dmy, que determina o sexo masculino no
peixe-do-arroz-japonés (ver ponto 41). Além disso, ¢ também avaliado o tempo necessario
para a desova. Podem igualmente obter-se racios sexuais fenotipicos simples utilizando as
informagdes provenientes das contagens de papilas da barbatana anal para definir os
individuos como macho ou fémea do ponto de vista fenotipico. Nao se espera que o
método de ensaio detete desvios ligeiros em relagdo ao racio sexual previsto, uma vez que
o numero relativamente reduzido de peixes por replicado ndo proporciona uma
representatividade estatistica suficiente. Além disso, durante a avaliacdo histopatoldgica,
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as gonadas sdao avaliadas e sdo realizadas analises muito mais potentes para determinar o
fenotipo gonadal no contexto do sexo genético.

34. O principal objetivo do presente método de ensaio consiste em avaliar os potenciais efeitos
de um produto quimico em estudo numa determinada populagdo. Os parametros
mecanisticos (VTG, CSS e determinados efeitos histopatoldgicos nas gonadas) podem
também ajudar a determinar se existe um efeito mediado pela atividade endocrina. No
entanto, estes parametros de ordem mecanistica também podem ser influenciados pela
toxicidade sistémica ou outras toxicidades. Deste modo, ¢ possivel avaliar em pormenor a
histopatologia hepatica e renal, a fim de melhor compreender as eventuais respostas a nivel
dos parametros mecanisticos. No entanto, mesmo que ndo se proceda a estas avaliacdes
pormenorizadas, as anomalias visiveis observadas acidentalmente durante a avaliacao
histopatologica tém, na mesma, de ser registadas e notificadas.

Eutandasia dos peixes

35. No final da exposicao das geragdes FO e F1, aquando da recolha de uma subamostra de
peixes subadultos, os peixes devem ser eutanasiados com quantidades adequadas de uma
solucdo anestésica (por exemplo, metanossulfonato de tricaina, MS-222 (n.° CAS 886-86-
2), 100-500 mg/l) tamponada com 300 mg/l de NaHCO; (bicarbonato de sodio, n.° CAS
144-55-8), para reduzir a irritagdo da membrana mucosa. Se os peixes apresentarem sinais
de sofrimento considerdvel (muito graves, com morte previsivel) e se considerar estarem
moribundos, devem ser anestesiados e eutanasiados e tratados como mortalidade para
efeitos de andlise de dados. Quando um peixe for eutanasiado devido a morbilidade, o
facto deve ser registado e notificado. Consoante o0 momento do estudo em que o peixe €
eutanasiado, pode ser removido para uma andlise histopatologica (fixando o peixe para
possivel histopatologia).

Manuseamento dos ovos e das larvas

Colheita de ovos dos casais reprodutores para a reprodugdo da geragdo seguinte
36. A colheita dos ovos ¢ efetuada no primeiro dia (ou nos primeiros dois dias, se necessario)
da semana de ensaio 4, entre a FO ¢ a F1, e da semana de ensaio 18, entre a F1 e a F2. A
semana de ensaio 18 corresponde a peixes adultos da geragio F1, de 15 spf. E importante
que todos os ovos sejam retirados de cada cuba no dia anterior ao inicio da colheita dos
ovos, para garantir que todos os ovos recolhidos de um casal reprodutor sdo provenientes
de uma unica desova. Apds a desova, o peixe-do-arroz-japonés fémea transporta, por
vezes, 0s seus ovos junto da cloaca até que os possa depositar num substrato. Na auséncia
de um substrato na cuba, os ovos podem ser encontrados junto a fémea ou no fundo da
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cuba. Consoante a sua localizagdo, os ovos sdo retirados cuidadosamente da fémea ou
sifonados do fundo da cuba na semana de ensaio 4 de FO e na semana de ensaio 18 da F1.
Todos os ovos recolhidos no ambito de um tratamento sdo reunidos antes de serem
distribuidos pelas camaras de incubacao.

Os filamentos que mantém os ovos postos juntos devem ser removidos. Os ovos
fecundados (até¢ 20) sdao recolhidos de cada casal reprodutor (um casal por replicado),
agrupados por tratamento e distribuidos de forma sistematica por camaras de incubagdo
adequadas (apéndices 6 e 7). Utilizando um bom microscopio de dissecagdo, ¢ possivel
observar as marcas do inicio da fecundacido/desenvolvimento, tais como a clevagdo da
membrana de fertilizagdo (cério), a divisdo celular em curso ou a formagao da blastula. As
camaras de incubagdo podem ser colocadas em «aquarios de incubagdo» separados para
cada tratamento (nos quais, neste caso, devem ser medidos os parametros de qualidade da
agua e as concentragcdes do produto quimico em estudo) ou no aquario de replicados que
conterd as larvas eclodidas (por exemplo, eleuteroembrides). Se for necessario um segundo
dia de colheita (23.° dia de ensaio), todos os ovos de ambos os dias devem ser reunidos ¢
redistribuidos de forma sistematica por cada um dos replicados de tratamento.

Criacdo de ovos até a eclosdo

38.

39.

Os ovos fecundados sdo continuamente agitados, por exemplo, por bolhas de ar dentro da
incubadora ou por oscilacdo vertical da mesma. A mortalidade dos ovos fecundados
(embrides) ¢ verificada e registada diariamente. Os ovos mortos sdo retirados das
incubadoras (apéndice 9). No 7.° dia pés-fecundagdo (dpf), a agitagdo ¢ interrompida ou
reduzida de tal modo que os ovos fecundados se depositem na base da incubadora.
Promove-se assim a eclosdo, normalmente no dia seguinte ou no segundo dia. Para cada
tratamento e controlo, contam-se os alevins (larvas juvenis; eleuteroembrides), agrupando
os replicados. Os ovos fecundados que ndo tenham eclodido ao fim de duas vezes o
periodo médio de eclosdo no controlo (normalmente 16 ou 18 dpf) sdo considerados nao
viaveis e rejeitados.

Transferem-se doze alevins para cada cuba replicada. Os alevins provenientes das camaras
de incubacdo sdo reunidos e distribuidos sistematicamente pelas cubas replicadas
(apéndice 7). Para tal, pode selecionar-se de forma aleatéoria um alevim do lote de
tratamento e acrescentar sequencialmente um alevim retirado aleatoriamente para um
aquario de replicagdo. Cada cuba deve conter um numero igual (n=12) das larvas eclodidas
(no méximo 20 larvas cada). Se ndo houver um numero suficiente de alevins para
preencher todos os replicados expostos ao tratamento, recomenda-se assegurar que o maior
nimero possivel de replicados contém 12 alevins. Estes podem ser manipulados com
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seguranca utilizando pipetas de vidro de grande diametro. Os alevins suplementares sao
eutanasiados com um anestésico. Nas semanas anteriores a constituicdo dos casais
reprodutores, ¢ necessario registar o dia em que se observa o primeiro evento de desova em
cada replicado.

Constituicao dos casais reprodutores

Corte das barbatanas e determinagdo do sexo genotipico

40. A determinacdo do sexo genotipico através do corte das barbatanas ¢ efetuada as 9-10 spf
(ou seja, semanas de ensaio 12-13 para a geragcdo F1). Todos os peixes de uma cuba sdo
anestesiados por recurso a métodos aprovados — por exemplo, IACUC — e ¢ retirada uma
pequena amostra de tecido da extremidade dorsal ou ventral da barbatana caudal de cada
peixe, para determinar o sexo genotipico do individuo (29). Os peixes de um replicado
podem ser alojados em pequenas gaiolas, se possivel um por gaiola, na cuba replicada. Em
alternativa, podem ser mantidos dois peixes em cada gaiola, se forem distinguiveis uns dos
outros. Um método consiste em efetuar cortes diferenciais na barbatana caudal (por
exemplo, um na extremidade dorsal e outro na ventral) aquando da recolha da amostra de
tecido.

41. O sexo genotipico do peixe-do-arroz-japonés ¢ determinado por um gene identificado e
sequenciado (dmy), situado no cromossomaY. A presenca do dmy indica um
individuo XY, seja qual for o fendtipo, enquanto a auséncia de dmy indica um
individuo XX, independentemente do fenoétipo (30); (31). Extrai-se 4cido
desoxirribonucleico (ADN) de cada corte de barbatana; a presenga ou auséncia de dmy
pode ser determinada por métodos de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) [ver
apéndice 9 no capitulo C.41 do presente anexo ou os apéndices 3 € 4 em (29)].

Defini¢do de casais reprodutores
42. Para definir casais reprodutores XX-XY, utiliza-se a informagdo sobre o sexo genotipico,
independentemente do fenotipo externo, que pode ser alterado por exposi¢dao a um produto
quimico em estudo. No dia seguinte a determinacdo do sexo genotipico de cada peixe, sdo
selecionados aleatoriamente dois peixes XX e dois peixes XY de cada replicado e
definidos dois casais reprodutores XX-XY. Se um replicado ndo contiver dois peixes XX
ou dois XY, convém encontrar peixes adequados noutros replicados no ambito do
tratamento. A prioridade consiste em obter o nimero recomendado de replicados de casais
reprodutores (12) para cada tratamento e nos controlos (24). Os peixes com anomalias
evidentes (problemas de bexiga natatéria, malformacdes espinais, variacdes de tamanho
extremas, etc.) devem ser excluidos aquando da constituicdo de casais reprodutores.
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Durante a fase de reproducdo para a geragao F1, cada cuba replicada deve conter apenas
um casal reprodutor.

Amostragem de subadultos e avaliacao dos parametros

Amostragem de casais ndo reprodutores
43. Apds a constituicdo dos casais reprodutores, os peixes nao selecionados para reproducao
sdo eutanasiados para a medicao dos parametros de subadultos na semana de ensaio 12-13
(F1). E extremamente importante que os peixes sejam manuseados de forma a que o sexo
genotipico determinado para a sele¢cdo dos casais reprodutores continue a poder ser
associado a um determinado individuo. Todos os dados recolhidos sdo analisados em
funcdo do sexo genotipico do peixe especifico. Cada peixe ¢ utilizado para determinar
diversos pardmetros, nomeadamente as taxas de sobrevivéncia dos peixes
juvenis/subadultos [semanas de ensaio 7-12/13 (F1)], o aumento do comprimento (pode ser
medido o comprimento padrdo se a barbatana caudal tiver sido reduzida devido a
amostragem para analise do sexo genético; mede-se o comprimento total se apenas tiver
sido recortada uma parte da barbatana caudal, dorsal ou ventral, para dmy) e a massa
corporal (ou seja, peso himido, peso enxuto), o ARNm vtg (ou VTGQG) hepdtico e as papilas
da barbatana anal (ver quadros 1 e 2). Note-se que, para calcular o crescimento médio num
grupo de tratamento, sdo também necessarios o peso e o comprimento dos casais

reprodutores.

Recolha de amostras de tecido e medigdo da vitelogenina

44. O figado ¢ dissecado e deve ser armazenado a < —70 °C até a medicdo do ARNm vzg (ou da
VTG). A cauda do peixe, incluindo a barbatana anal, é conservada num fixador adequado
(por exemplo, de Davidson) ou fotografada de modo a que seja possivel contar,
posteriormente, as papilas da barbatana anal. E também possivel recolher amostras de
outros tecidos (por exemplo, gonadas), se assim se pretender, € conserva-los. A
concentracdo de VTG hepatica deve ser quantificada por uma técnica ELISA homodloga
(ver os procedimentos recomendados para o peixe-do-arroz-japonés no apéndice 6,
capitulo C.48, do presente anexo). Como alternativa, a Agéncia de Protecio do Ambiente
dos EUA estabeleceu os métodos para a quantificacio do ARNm vzg, ou seja, a extracao do
ARNm do gene vtg I de uma amostra hepatica e a quantificagdo do nimero de copias do
gene vtg [ (por ng do ARNm total) por PCR quantitativa (29). Para determinar o niimero de
copias do gene vtg nos grupos de controlo e de tratamento, um método mais econdmico em
termos de recursos € menos dificil do ponto de vista técnico consiste em determinar a
variagdo relativa (fator multiplicativo) na expressao do gene vtg I entre os grupos de
controlo e de tratamento.
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Caracteristicas sexuais secunddrias

45. Em circunstancias normais, s6 os peixes-do-arroz-japoneses machos sexualmente maduros
tém papilas, que se desenvolvem nas placas de juncdo de determinados raios da barbatana
anal e constituem uma caracteristica sexual secundaria, podendo servir de biomarcador
para efeitos desreguladores do sistema enddcrino. O apéndice 8 apresenta o método de
contagem das papilas da barbatana anal (numero de placas de jung¢do com papilas). O
numero de papilas da barbatana anal por individuo também ¢ utilizado para classificar os
individuos como fenétipo externo macho ou fémea e para estabelecer, assim, um racio
sexual simples para cada replicado. Um peixe-do-arroz-japonés com um niimero superior a
zero ¢ definido como macho; um peixe-do-arroz-japonés com zero papilas da barbatana
anal ¢ definido como fémea.

Avaliacao da fecundidade e da fertilidade

46. A fecundidade e a fertilidade sdo avaliadas nas semanas de ensaio 1 a 3 na geragdo FO e
nas semanas de ensaio 15 a 17 na geragdo F1. Os ovos sdo recolhidos diariamente de cada
casal reprodutor durante 21 dias consecutivos, sendo retirados com cuidado de sob o ventre
das fémeas (colocadas numa rede) e/ou sifonados do fundo do aquario todas as manhas.
Tanto a fecundidade como a fertilidade sdo registadas diariamente para cada casal
reprodutor de replicacdo. A fecundidade ¢ definida como o niimero de ovos postos e a
fertilidade ¢ definida funcionalmente como o nimero de ovos fecundados e vidveis no
momento da contagem. Esta deve ser efetuada o mais rapidamente possivel apds a colheita
dos ovos.

47. A fecundidade dos replicados ¢ registada diariamente como o numero de ovos por casal
reprodutor, que ¢ analisado pelos procedimentos estatisticos recomendados utilizando os
meios de replicagdo. A fertilidade dos replicados ¢ a soma do numero de ovos férteis
produzidos por um casal reprodutor dividido pela soma do nimero de ovos produzidos por
esse casal. Estatisticamente, a fertilidade ¢ analisada como um récio por replicado. A taxa
de eclosdo dos replicados corresponde ao numero de alevins dividido pelo niimero de
embrides carregados (normalmente 20). Estatisticamente, a taxa de eclosdo ¢ analisada

como racio por replicado.

Amostragem de adultos e avaliacio dos parametros

Amostragem de casais reprodutores
48. Apds a semana de ensaio 17 (ou seja, apds se iniciar com é€xito da geracao F2), os adultos
F1 sdo eutanasiados e sdo avaliados varios pardmetros (ver quadros 1 e 2). A barbatana
anal ¢ examinada para avaliar as papilas (ver apéndice 8) e/ou a cauda ¢ retirada ao nivel
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imediatamente posterior a cloaca e fixada para contagem posterior das papilas. Uma parte
da barbatana caudal pode ser recolhida e neste momento e conservada para efeitos de
verificagdo do sexo genético (dmy), se desejado. Se necessario, pode ser colhida uma
amostra de tecido para repetir a analise dmy, a fim de verificar o sexo genético de um peixe
especifico. A cavidade corporal ¢ aberta para permitir uma perfusdo com um fixador
adequado (por exemplo, de Davidson), antes da imersdo do corpo inteiro no fixador. No
entanto, se for efetuada uma etapa de permeabilizagdo adequada antes da fixagdo, ndo ¢é
necessario abrir a cavidade corporal.

Histopatologia

49. Cada peixe ¢ objeto de uma avaliagdo histologica que visa detetar patologias no tecido
gonadal (30) (29). Como se indica no ponto 33, outros parametros mecanisticos avaliados
neste ensaio (por exemplo, VTG, CSS e determinados efeitos histopatologicos gonadais)
podem ser influenciados por toxicidade sistémica ou outros tipos de toxicidade. Deste
modo, ¢ possivel avaliar em pormenor a histopatologia hepatica e renal, a fim de melhor
compreender as eventuais respostas a nivel dos pardmetros mecanisticos. No entanto,
mesmo que nio se efetuem estas avaliagdes pormenorizadas, as anomalias visiveis
observadas acidentalmente durante a avaliacdo histopatologica tém, na mesma, de ser
registadas e notificadas. Pode ponderar-se uma «leitura descendente», comecando pelo
grupo de tratamento mais elevado (em comparacdo com o controlo) e terminando num
tratamento sem efeito; contudo, recomenda-se a consulta das orientagOes relativas a
histopatologia (29). Regra geral, todas as amostras sdo processadas/preparadas antes de
serem examinadas pelo patologista. Caso se opte por uma «leitura descendente», importa
salientar que o procedimento de Rao-Scott Cochrane-Armitage by Slices (RSCABS) se
baseia na expectativa de um aumento do impacto bioldgico (da patologia) a medida que as
doses aumentam. Por conseguinte, deixa de se poder considerar apenas uma dose Unica
elevada sem quaisquer doses intermédias. Esta abordagem ¢ aceitavel se nao for necessario
proceder a uma andlise estatistica para determinar que a dose elevada ndo tem qualquer
efeito. O fenotipo gonadal decorre também desta avaliacdo.

Outras observagoes
50.0 ensaio MEOGRT fornece dados que podem ser utilizados (por exemplo, numa
abordagem baseada na analise do 6nus da prova) para avaliar simultaneamente pelo menos
dois tipos gerais de vias determinantes dos efeitos nocivos (AOP) que resultam numa
perturbacao da funcao reprodutora: a) vias de mediagdo enddcrina com perturbacdo do eixo
enddcrino hipotalamo-hipofise-gonadal (HHG); e b) vias que provocam reducdes da
sobrevivéncia, do crescimento (comprimento e peso) e da reprodugdo através de toxicidade
de mediag@o nao enddcrina. Os parametros geralmente medidos em ensaios de toxicidade
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cronica, como o ensaio ao longo do ciclo de vida completo e o ensaio nas primeiras fases
da vida, sao também determinados no presente ensaio e podem ser utilizados para avaliar
0s perigos inerentes aos modos de acdo toxica de mediacdo ndo endocrina e as vias de
toxicidade de mediacdo enddcrina. Durante o ensaio, devem fazer-se observacdes didrias
do comportamento, havendo que registar quaisquer comportamentos anomalos. Além
disso, deve registar-se a mortalidade e calcular-se a sobrevivéncia até a selecao dos peixes
(semana de ensaio 6/7), a sobrevivéncia desde a selecdo até a amostragem de subadultos
(9-10 spf) e a sobrevivéncia desde a constituicdo dos casais até a amostragem de peixes
adultos.

Quadro 1: Sintese dos parametros do ensaio MEOGRT*

Fase da vida Parametro Geracao
Embrido Eclosao (% e tempo até a eclosio) F1,F2
(2 spf)
Juvenil Sobrevivéncia F1
(4 spf)
Subadulto Sobrevivéncia F1
(9 ou 10 spf) Crescimento
(comprimento e peso)
Vitelogenina
(ARNm ou proteina)
Caracteristicas sexuais secundarias
(papilas da barbatana anal)
Récio sexual externo
Tempo até a 1.* desova
Adulto Reprodugio Fo, F1
(12-14 spf) (fecundidade e fertilidade)
Adulto Sobrevivéncia F1
(15 spf) Crescimento
(comprimento e peso)
Caracteristicas sexuais secundarias
(papilas da barbatana anal)
Histopatologia
(goénadas, figado, rins)

*Estes parametros devem ser objeto de analise estatistica
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CRONOLOGIA

51. O quadro 2 ilustra a cronologia do ensaio MEOGRT, o qual MEOGRT inclui 4 semanas de
exposicao de adultos FO e 15 semanas de exposi¢do da geracdo F1, assim como um periodo
de exposicdo da segunda geragdo (F2), até a eclosdo (2 spf). O apéndice 9 recapitula as
diferentes etapas do ensaio, do inicio ao fim do ensaio MEOGRT.
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Quadro 2: Cronologia da exposi¢ao e dos pardmetros avaliados durante o ensaio MEOGRT.

MEOGRT: cronologia da exposicio e dos parametros

FO 112134
F1 112134516789 (10]11{12]13[14]15
F2 1]2

Semana de 1234516789 ]|10|11|12]13]|14|15[16[17|18|19

Fase de vida Embriao Larva Juvenil Subadulto Adulto
Parametros
Fecundidade Fo Fi e A concegdo experimental tem 7
. grupos de replicados
Fertilidade Fo Fi
o 5 para tratamentos com o
Eclosio F F, produto quimico em estudo
o 2 para os tratamentos de
Sobrevivéncia Fi Fi Fi controlo (4 se se utilizar
) solvente)
Crescimento Fo Fi Fi .
e  Concecdo intragrupo
Vitelogenina Fi o 12 replicados para reprodugao,
patologia adulta e CSS (sem.
Car. sex.. Fi Fi 10a18)
secundarias . ~
o 6 replicados para eclosdo,
Histopatologia Fi sobrevivéncia e vtg; e CSS e
crescimento de subadultos
(sem. 1a9)
Semgna de 1l2131alslel7lsoliolitlizlizlialislisliz]islio CSS: caracteres sexuais secundarios; sem:
ensaio semanas;
vtg: vitelogenina
COMUNICACAO DE DADOS

Analise estatistica

52.

53.

Uma vez que o sexo genotipico ¢ determinado para todos os peixes do ensaio, importa
analisar os dados separadamente para cada sexo genotipico (por exemplo, machos XY e
fémeas XX). O incumprimento desta exigéncia reduzird, em grande medida, a
representatividade estatistica de qualquer analise. E preferivel efetuar as analises
estatisticas seguindo os procedimentos descritos no documento da OCDE sobre os métodos
atuais de andlise estatistica dos dados de ecotoxicidade (Current Approaches in the
Statistical Analysis of Ecotoxicity Data: A Guidance to Application) (32). O apéndice 10
fornece mais orientagdes nesta matéria.

A concecdo do ensaio e a selecdo dos testes estatisticos devem assegurar a possibilidade de
para detetar alteragdes de importancia bioldgica nos pardmetros, sempre que seja
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necessario comunicar uma NOEC (32). O registo das concentragdes efetivas e dos
parametros pertinentes pode ser condicionado pelo quadro regulamentar aplicavel. Convém
identificar, para cada parametro, a percentagem de variagao que importa detetar ou estimar.
A concegdo experimental deve ser adaptada tendo isso em conta. E improvavel que ocorra
a mesma variagdo percentual em todos os parametros e que seja possivel conceber uma
experiéncia realizavel passivel de satisfazer os referidos critérios para todos os parametros.
Por conseguinte, a experiéncia deve ser concebida de modo a concentrar-se adequadamente
nos parametros que sejam importantes no seu contexto. O apéndice 10 contém um
fluxograma estatistico e orientagdes para facilitar o tratamento dos dados e a escolha do
teste estatistico ou do modelo mais adequado a utilizar. Podem utilizar-se outras
abordagens estatisticas, desde que sejam cientificamente justificadas.

54. E necessario analisar as variacdes em cada série de replicados, efetuando uma anélise de
variancia ou recorrendo a tabelas de contingéncia, e utilizar métodos de andlise estatistica
suficientes com base nessa andlise. A fim de efetuar uma comparagao multipla entre os
resultados obtidos para cada concentracdo e os resultados obtidos com os controlos,
recomenda-se um procedimento descendente (por exemplo, o teste de Jonckheere-Terpstra)
para respostas continuas. Se os dados ndo forem compativeis com uma relagdo
concentragdo-resposta monotona, utiliza-se o teste de Dunnett ou o teste de Dunn (apos
uma adequada transformacao dos dados, se necessario).

55. No que respeita a fecundidade, as contagens de ovos sdo diarias, mas podem ser analisadas
na sua globalidade ou como uma medida repetida. O apéndice 10 descreve
pormenorizadamente como analisar este pardmetro. No caso dos dados histopatologicos
expressos na forma de indices de gravidade, foi desenvolvido um novo teste estatistico, o
Rao-Scott Cochran-Armitage by Slices (RSCABS) (33).

56. Devem comunicar-se todos os pardmetros observados nos tratamentos quimicos que
difiram significativamente dos controlos adequados.

Consideracoes relativas a analise dos dados
Utilizagdo de niveis de tratamento comprometidos

57.Ha que ter em conta varios fatores para determinar se um replicado ou um tratamento
completo apresenta sinais de toxicidade manifesta e deve ser excluido da andlise. A
toxicidade manifesta caracteriza-se por uma mortalidade >4 individuos num replicado
entre 3 spf e 9 spf que ndo possa ser explicada por um erro técnico. As hemorragias, os
comportamentos anormais, a natagdo anormal, a anorexia e quaisquer outros sinais clinicos
de doenga constituem outros sinais de toxicidade manifesta. No caso de sinais subletais de
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toxicidade, pode ser necessario proceder a avaliacdes qualitativas, que devem ser sempre
efetuadas tendo por referéncia o grupo de controlo para a dgua de diluicdo (apenas agua
limpa). Caso surja uma toxicidade manifesta no(s) grupo(s) de tratamento mais exposto(s),
recomenda-se que esses tratamentos sejam excluidos da anélise.

Controlos com solvente

58. A utilizagdo de um solvente s6 se deve ponderar em ultimo recurso, apos terem sido
analisadas todas as outras op¢des de administragdo do produto quimico. Caso se utilize um
solvente, ¢ necessario incluir no ensaio um controlo para a 4gua de diluicdo. No final do
ensaio, deve efetuar-se uma avaliagdo dos efeitos potenciais do solvente. Para tal, efetua-se
uma comparagdo estatistica dos resultados do grupo de controlo com solvente com os do
grupo de controlo com agua de diluicdo. Os pardmetros mais importantes a ter em conta
nesta analise s3o0 os fatores determinantes do crescimento (peso), ja que podem ser afetados
em caso de toxicidade generalizada. Se se detetarem diferengas estatisticamente
significativas nestes pardmetros entre o grupo de controlo com 4gua de dilui¢cdo e o grupo
de controlo com solvente, deve recorrer-se ao parecer de um perito para determinar se a
validade do ensaio estd comprometida. Se os dois controlos diferirem, os grupos expostos
ao produto quimico devem ser comparados com o controlo com solvente, a menos que se
saiba que ¢ preferivel compara-los com o controlo com agua de diluicdo. Caso ndo haja
diferencas estatisticamente significativas entre os dois grupos de controlo, recomenda-se
que os grupos expostos ao produto quimico em estudo sejam comparados com os dois
grupos de controlo em conjunto (controlo com solvente e controlo com agua de dilui¢do),
exceto se se souber que ¢ preferivel compara-los, quer com o grupo de controlo com agua
de dilui¢do, quer com o grupo de controlo com solvente.

Relatorio de ensaio

59. O relatdrio de ensaio deve incluir os seguintes elementos:

Produto quimico em estudo: natureza fisica e propriedades fisico-quimicas pertinentes

- Dados de identificagdo quimica.
Substancia monocomponente:
- aspeto fisico, solubilidade na dgua e outras propriedades fisico-quimicas pertinentes;

- identificacdo quimica, como o nome [UPAC ou CAS, o nimero CAS, o cédigo SMILES
ou InChl, a formula estrutural, a pureza, a identidade quimica das impurezas, se necessario
e exequivel, etc. (incluindo o teor de carbono orgénico, se for caso disso).

Substancia multicomponentes, UVCB e misturas:
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caracterizada, na medida do possivel, pela identidade quimica (ver acima), pela ocorréncia
quantitativa e pelas propriedades fisico-quimicas relevantes dos componentes.

Espécie utilizada no ensaio

Nome cientifico, estirpe (se conhecida), origem e método de recolha dos ovos fecundados
€ posterior manuseamento.

Condicoes de ensaio

Fotoperiodo(s);

Concegao do ensaio (por exemplo, tamanho da cuba, volume de agua e material, nimero
de camaras de ensaio e replicados, numero de alevins por replicado);

M¢étodo de preparagao das solugdes-mae e frequéncia da renovagdo (sempre que se
utilizem agentes solubilizantes, a sua concentracao deve ser indicada);

Me¢étodo de dosagem do produto quimico em estudo (por exemplo, bombas, sistemas de
diluicao);

Eficiéncia de recuperacao do método e valores nominais das concentragdes de ensaio,
limite de quantificacdo, médias dos valores medidos nas cubas de ensaio e respetivos
desvios-padrao; método de obtencdo desses desvios e médias, bem como elementos

comprovativos de que as medigdes correspondem as concentragdes do produto quimico
em estudo perfeitamente dissolvido;

Caracteristicas da agua de diluicdo: pH, dureza, temperatura, concentracdo do oxigénio
dissolvido, niveis de cloro residual (caso tenham sido medidos), carbono organico total
(idem), solidos em suspensao (idem), salinidade do meio de ensaio (idem) e quaisquer
outras medic¢oes efetuadas;

Os valores nominais das concentragdes de ensaio, as médias dos valores medidos € os
respetivos desvios-padrao;

Qualidade da agua nos recipientes de ensaio, pH, temperatura (diariamente) e
concentracao de oxigénio dissolvido;

Informacgdes pormenorizadas sobre a alimentacao (por exemplo, tipo de alimentos, origem,
quantidade distribuida e frequéncia).

Resultados:

Provas de que os controlos cumpriram os critérios de validacao globais;
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- Dados relativos ao grupo de controlo (mais o controlo com o solvente, se utilizado) e aos
grupos de tratamento: eclosdo (taxa de eclosdao e tempo até a eclosdo) para F1 e F2,
sobrevivéncia apos a eclosao para F1, crescimento (comprimento e peso corporal) para F1,
sexo genotipico e diferenciacdo sexual (por exemplo, caracteristicas sexuais secundarias
baseadas nas papilas da barbatana anal e na histologia gonadal) para F1, sexo fenotipico
para F1, caracteristicas sexuais secundarias (papilas da barbatana anal) para F1, ARNm vzg
(ou proteina VTG) para F1, avaliagdo histopatoldgica (gonadas, figado e rins) para F1 e
reprodugao (fecundidade e fertilidade) para FO, F1 (ver quadros 1 e 2);

- Abordagem de analise estatistica (andlise de regressdo ou da variancia) e tratamento dos
dados (testes e modelos estatisticos utilizados);

- Concentragdo sem efeitos observaveis (NOEC) para cada resposta avaliada;

- Concentragdo minima com efeito observavel (LOEC) para cada resposta avaliada (a
p=0,05); CEx para cada resposta avaliada, se aplicavel, e intervalos de confianga (90 % ou
95 %, por exemplo), grafico do modelo ajustado utilizado para a calcular a CEx, declive
da curva concentracdo-resposta, formula do modelo de regressao e estimativa dos
parametros do modelo e dos respetivos erros-padrao.

- Qualquer desvio em relagao ao presente método de ensaio e aos critérios de aceitagdo, bem
como consideragdes relativas as eventuais consequéncias do resultado do ensaio.

60. No que diz respeito aos resultados das medigdes dos parametros, devem apresentar-se os
valores médios e os respetivos desvios-padrdo (por replicado e por concentracdo, se
possivel).
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Apéndice 1

DEFINICOES
Produto quimico: Uma substancia ou mistura.
ELISA: Ensaio de imunoabsor¢ao enzimatica.
Fecundidade: Numero de ovos.
Fertilidade: Numero de ovos viaveis/fecundidade.

Comprimento a furca (CF): O comprimento medido da extremidade do focinho até¢ a
extremidade dos raios centrais da barbatana caudal, utilizado nos peixes quando ¢ dificil
perceber onde termina a coluna vertebral (www.fishbase.org).

Taxa de eclosiao: Alevins/nimero de embrides carregados numa incubadora
TACUC: Comité Institucional para o Cuidado e a Utilizacao de Animais.

Comprimento normalizado (CN): O comprimento do peixe medido da extremidade do
focinho até a extremidade posterior da ultima vértebra ou a extremidade posterior da parte
lateral média da placa hipural. Por outras palavras, esta medida exclui o comprimento da
barbatana caudal (www.fishbase.org).

Comprimento total (CT): O comprimento da extremidade do focinho até a extremidade do
lobo mais longo da barbatana caudal, normalmente medido com os lobos espalmados no
prolongamento da linha média. A medida faz-se em linha reta, sem seguir a curva do corpo
(www.fishbase.org).

Uma imagem idéntica era apresentada na anterior alteracdo ao REG 440/2008 (ENV-2016-
80003, parte 4), capitulo C.47, Apéndice 1, e pode ser reutilizada
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Comprimento
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Figura 1: Descrigao dos diferentes comprimentos utilizados

CEx (Concentragdo efetiva com x % de efeito): concentragdo que causa efeitos em x % dos
organismos sujeitos a ensaio num determinado periodo de exposi¢do, comparativamente a
um grupo de controlo. Por exemplo, a CE50 ¢ a concentragdo estimada que produz efeitos
num parametro do ensaio em 50 % de uma populacdo exposta durante um determinado
periodo de exposicao.

Ensaio de fluxo continuo: Ensaio com fluxo continuo de solugdes de ensaio através do
sistema de ensaio durante o periodo de exposicao.

Eixo HHG: Eixo hipotalamo-hip6fise-gonadal.
IUPAC: Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada.
Taxa de carga: Peso humido de peixe por volume de dgua.

Concentracio minima com efeito observavel (LOEC): A menor concentracdo de ensaio
de um produto quimico em estudo para a qual se observa um efeito significativo (a
p <0,05), comparativamente com o controlo. No entanto, todas as concentra¢des de ensaio
superiores a LOEC devem ter um efeito prejudicial igual ou superior aos observados com a
LOEC. Quando estas duas condi¢des ndo puderem ser satisfeitas, devera ser fornecida uma
explicagdo pormenorizada sobre a forma como se determinou a LOEC (e,
consequentemente, a NOEC). Os apéndices 5 e 6 contém orientacdes neste dominio.

Concentracio letal média (CL50): A concentracdo de um produto quimico em estudo que
se estima ser letal para 50 % dos organismos sujeitos ao ensaio durante o ensaio.
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Concentraciao sem efeito observavel (NOEC): A concentracdo de ensaio imediatamente
abaixo da LOEC que, comparativamente ao grupo de controlo, nao tem qualquer efeito
estatisticamente significativo (p < 0,05), num determinado periodo de exposi¢ao.

SMILES: Especificacdo de escrita molecular linear simplificada (Simplified Molecular
Input Line Entry Specification).

Densidade de ocupac¢ao: Numero de peixes por volume de agua.

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

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

VTG: A vitelogenina ¢ uma fosfolipoglicoproteina precursora das proteinas do vitelo, que
normalmente ocorre nas fémeas sexualmente ativas de todas as espécies oviparas.

spf: Semanas ap0s a fertilizagao
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Apéndice 2

ALGUMAS CARACTERISTICAS QUIMICAS DE UMA AGUA DE DILUICAO
ACEITAVEL

Substancia l(i?I(I)lriltceentra(;ao
Particulas 5 mg/l
Carbono organico total 2 mg/l
Amoniaco ndo ionizado 1 pg/l
Cloro residual 10 pg/l
Pesticidas organofosforados totais 50 ng/l
Soma dos pesticidas organoclorados totais e dos bifenilos

policlorados >0 ng/l
Cloro organico total 25 ng/l
Aluminio 1 pg/l
Arsénio 1 pg/l
Cromio 1 pg/l
Cobalto 1 ng/l
Cobre 1 ng/l
Ferro 1 pg/l
Chumbo 1 ng/l
Niquel 1 ng/l
Zinco 1 pg/l
Cédmio 100 ng/1
Mercurio 100 ng/1
Prata 100 ng/1
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Apéndice 3

CONDICOES DE ENSAIO PARA O MEOGRT

1. Espécie recomendada
2. Tipo de ensaio

3. Temperatura da dgua

4. Qualidade da iluminagao

6. Taxa de carga

7. Volume 0til minimo das
camaras de ensaio

8. Renovagao da solucao de
ensaio, em volume

9. Idade dos organismos de
ensaio no inicio

10. Ntimero de organismos por
replicado

11.Nuamero de tratamentos

12. Ntmero de replicados por
tratamento

13. Ntmero de organismos por
ensaio

14.Regime alimentar

Peixe-do-arroz-japonés (Oryzias latipes)
Fluxo continuo

A temperatura nominal de ensaio € de 25 °C. A temperatura média
durante o ensaio em cada cuba ¢ de 24-26 °C.

Lampadas fluorescentes (espetro largo e ~150 limenes/m?)
(~150 lux).

16 h de luz e 8 h de escuridido

FO: 2 adultos/replicado; F1: iniciada com um maximo de 20 ovos
(embrides)/replicado, reduzidos para 12 embrides/replicado na ecloso
e, depois, 2 adultos (casal reprodutor XX-XY) as 9-10 spf para a fase de
reproducao

1,8 I (exemplo de dimensdo da camara de ensaio: 18x9x15 cm)

Maximo de 5 renovagdes em volume/dia até 16 renovagdes em
volume/dia (ou débito de 20 ml/min)

FO: > 12 spf, ndo devendo, de preferéncia, exceder 16 spf

FO: 2 peixes (par macho-fémea); F1: maximo 20 peixes (ovos)/replicado
(produzidos por casais reprodutores FO e F1).

5 tratamentos com o produto quimico em estudo mais controlo(s)
adequado(s)

Minimo de 6 replicados por tratamento para o produto quimico em
estudo e minimo de 12 replicados para o controlo, bem como para o
controlo com solvente, se utilizado (o numero de replicados ¢ duplicado
na fase de reproducdo na geracao F1)

Minimo de 84 peixes na geracdo FO e 504 na geragdo F1 (se for
utilizado controlo com solvente, 108 peixes para FO e 648 peixes para

F1). A unidade contabilizada é o pos-eleuteroembrido.

Os peixes sao alimentados ad libitum com Artemia spp. (nauplios com
24 horas de vida), complementadas, se necessario, com um alimento
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floculado disponivel no mercado (o apéndice 6 contém um exemplo de
um regime alimentar que garante um crescimento e um desenvolvimento
adequados para uma reproducao sustentada).

Nenhum, exceto se o oxigénio dissolvido se aproximar de valores
< 60 % do valor de saturacao no ar

Agua limpa de superficie, de pogo ou reconstituida, ou 4gua da torneira
desclorada.

Em principio 19 semanas (da FO a eclosdo da F2)

Taxa de eclosdo (F1 e F2); sobrevivéncia (F1, desde a eclosdo até 4 spf
(fim das larvas/inicio dos juvenis), entre 4 ¢ 9 (ou 10) spf (inicio de
juvenis até subadultos) e entre 9 e 15 spf (de subadultos até a eutandsia
dos adultos)); crescimento (F1, comprimento ¢ peso as 9 e 15 spf);
caracteristicas sexuais secundarias (F1, papilas da barbatana anal as 9 e
15 spf); vitelogenina (F1, ARNm vzg ou proteina VTG as 15 spf); sexo
fenotipico (F1, via histologia das génadas as 15 spf); reproducao (FO e
F1, fecundidade e fertilidade durante 21 dias); tempo até a desova (F1) e
histopatologia (F1, gonada, figado e rins as 15 spf)

19. Critérios de validade do ensaio Oxigénio dissolvido > 60 % do valor da saturag@o no ar; temperatura

média da agua de 24-26 °C durante todo o ensaio; reproducdo bem-
sucedida > 65 % de fémeas no(s) controlo(s); fecundidade média diaria
> 20 ovos no(s) controlo(s); taxa de eclosdo > 80 % (média) nos
controlos (em cada uma das geragdes F1 e F2); sobrevivéncia apos a
eclosdo até as 3 spf> 80 % (média) e a partir das 3 spf até a eutanasia
para a geracao > 90 % (média) nos controlos (F1), as concentra¢des do
produto quimico em estudo em solugdo devem ser mantidas
satisfatoriamente dentro de um intervalo de + 20 % em relagéo aos
valores médios medidos.
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Apéndice 4

ORIENTACOES SOBRE OS VALORES TiPICOS OBTIDOS NOS CONTROLOS

Note-se que os valores seguintes obtidos nos controlos se baseiam num numero limitado de
estudos de validacao, podendo ser alterados a luz da nova experiéncia adquirida.

Crescimento

O peso e o comprimento sao medidos para todos os peixes amostrados as 9 (ou 10) e as
15 semanas pos-fecundacao (spf). De acordo com este protocolo, o peso humido previsto as
9 spf ¢ de 85-145 mg, para os machos, e de 95-150 mg, para as fémeas. O peso esperado as
15 spf é de 250-330 mg para os machos e de 280-350 mg para as fémeas. Embora se possam
registar desvios significativos em relagcdo a estes intervalos para determinados peixes, um
peso médio nos controlos que se afaste substancialmente destes intervalos, sobretudo se for
inferior, sugere problemas relacionados com a alimentacdo, o controlo da temperatura, a
qualidade da dgua, doengas ou uma combinagdo destes fatores.

Eclosao

A taxa de eclosdo nos controlos ¢ tipicamente de cerca de 90 %. No entanto, ndo sdo raros
valores proximos dos 80 %. Uma taxa de eclosdo inferior a 75 % pode indicar uma agitagao
insuficiente dos ovos durante o desenvolvimento ou cuidados insuficientes no seu
manuseamento, como a remogao tardia dos ovos mortos, que leva a uma infestagdo fungica.

Sobrevivéncia

As taxas de sobrevivéncia até as 3 spf apos a eclosdo e apds 3 spf sdo, em geral, de 90 % ou
mais para os controlos, mas ndo sdo excessivas as taxas de sobrevivéncia proximas dos
80 % nas fases iniciais de vida, para os controlos. As taxas de sobrevivéncia em controlos
inferiores a 80 % sao motivo de preocupagdo e podem indicar uma limpeza insuficiente dos
aquarios, conduzindo a perda de larvas por doenga ou asfixia devido aos baixos niveis de
oxigénio dissolvido. A mortalidade pode também resultar de lesdes durante a limpeza das
cubas e da perda de larvas no sistema de drenagem das cubas.

Gene da vitelogenina

Embora os niveis absolutos do gene da vitelogenina (vtg), expressos em copias/ng de
ARNmMm total, possam variar consideravelmente entre laboratdrios devido aos procedimentos
ou instrumentos utilizados, o racio de vtg deve ser cerca de 200 vezes superior nas fémeas
de controlo em relacdo aos machos de controlo. Nao ¢ invulgar que este racio atinja niveis
de 1 000 a 2 000; contudo, racios inferiores a 200 sdo suspeitos e podem indicar problemas
de contaminagdo das amostras ou problemas ligados ao procedimento e/ou aos reagentes
utilizados.
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Caracteristicas sexuais secundarias

Para os machos, o intervalo normal de caracteristicas sexuais secundarias, definidas como o
namero total de segmentos com papilas nos raios da barbatana anal, ¢ de 40-80 segmentos
as 9-10 spf. As 15 spf, o intervalo deve ser de cerca de 80-120, para os machos de controlo,
e de 0, para as fémeas de controlo. Por motivos ndo elucidados, em casos raros, alguns
machos nao apresentam papilas as 9 spf, mas como todos os machos de controlo
desenvolvem papilas até as 15spf, tal resulta provavelmente de um atraso no
desenvolvimento. A presenca de papilas nas fémeas de controlo indica a presenca de
machos XX na populagdo.

Machos XX

A incidéncia normal de machos XX nos peixes de cultura parece ser, no maximo, da ordem
dos 4 %, a 25 °C, aumentando a incidéncia com o aumento da temperatura. Devem tomar-se
medidas para limitar a propor¢do de machos XX na populagdo. Uma vez que a incidéncia
destes parece ter um componente genético e €, por conseguinte, hereditaria, um meio eficaz
de reduzir a sua incidéncia na populacdo consiste em vigiar a populacdo da cultura e
assegurar que os machos XX ndo sdo utilizados para reprodugdo.

Atividade de desova

A atividade de desova nos replicados de controlo deve ser monitorizada diariamente antes
da avaliagdo da fecundidade. Os casais de controlo podem ser avaliados visualmente do
ponto de vista qualitativo para evidéncia da atividade de reproducdo. As 12-14 spf, a
maioria dos casais de controlo deve desovar. Um niimero reduzido de casais a desovar nesta
altura indica possiveis problemas de satde, maturidade ou bem-estar dos peixes.

Fecundidade

As 12-14 spf, as fémeas do peixe-do-arroz-japonés de boa satide e bem alimentadas pdem
geralmente 15 a 50 ovos por dia. A producdo de ovos recomendada para 16 dos 24 casais
reprodutores de controlo (> 65 %) deve exceder os 20 ovos por casal, por dia, podendo
atingir cerca de 40 ovos por dia. Uma producdo inferior pode indicar problemas de
imaturidade, de malnutri¢do ou de falta de satide dos casais reprodutores.

Fertilidade

A percentagem de ovos férteis nos casais reprodutores de controlo ¢ geralmente da ordem
dos 90 %, nao sendo raros valores de 95 % ou superiores. As taxas de fertilidade inferiores a
80 % nos ovos de controlo sdo suspeitas e podem indicar individuos ndo saudaveis ou
condig¢oes de cultura inferiores ao desejavel.
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Apéndice 5

EXEMPLO DE REGIME ALIMENTAR

O quadrol apresenta um regime alimentar que assegura um crescimento € um
desenvolvimento adequados para uma reprodugdo sustentada. Sdo aceitaveis eventuais
desvios a este regime alimentar, mas recomenda-se que sejam testados para verificar se as
taxas de crescimento e de reproducdo sdao aceitaveis. Para aplicar o regime alimentar
proposto, ¢ necessario, antes do inicio do ensaio, determinar o peso enxuto de artémias por
volume de pasta semiliquida das mesmas. Isso pode ser feito pesando um determinado
volume desta pasta apds té-la secado durante 24 horas a 60 °C em recipientes previamente
pesados. Para ter em conta o peso dos sais na pasta semiliquida, convém secar e pesar
também um volume idéntico da solugdo salina utilizada na pasta semiliquida, e subtrair o
peso do sal do peso obtido para a pasta de artémias seca. Uma alternativa consiste em filtrar
e enxaguar as artémias com agua destilada antes de as secar, eliminando assim a
necessidade de medir o peso de uma amostra que contenha apenas sal. Esta informagao ¢
utilizada para converter as informagdes do quadro de peso enxuto de artémias em volume de
puré semiliquido de artémias a administrar aos peixes. Além disso, recomenda-se que sejam
pesadas, todas as semanas, as aliquotas de pasta de artémias para verificar se o peso enxuto
administrado esta correto.
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Quadro 1: Exemplo de regime alimentar

Tempo (apos a eclosio) Artémias (mg peso
enxuto/peixe/dia)
Dia 1l 0,5
Dia 2 0,5
Dia 3 0,6
Dia 4 0,7
Dia 5 0,8
Dia 6 1,0
Dia 7 1,3
Dia 8 1,7
Dia 9 2,2
Dia 10 2,8
Dia 11 3,5
Dia 12 4,2
Dia 13 4,5
Dia 14 4,8
Dia 15 5,2
Dias 16-21 5,6
Semana 4 7,7
Semana 5 9,0
Semana 6 11,0
Semana 7 13,5
Semana 8-eutanasia 22,5
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Apéndice 6
EXEMPLOS DE CAMARAS DE INCUBACAO DE OVOS

Exemplo A

/

Esta incubadora ¢ constituida por um tubo de centrifugacdo de vidro com um corte
transversal, ligado por uma manga de aco inoxidavel e sustido pela tampa de rosca da
centrifugadora. Um pequeno tubo em vidro ou em aco inoxidavel atravessa a tampa e ¢
posicionado perto do fundo redondo, garantindo uma difusdo suave das bolhas de ar para
colocar os ovos em suspensao e reduzir a transmissao entre os ovos de infecdes fingicas por
organismos saprofiticos e facilitando simultaneamente as trocas quimicas entre a incubadora
e a cuba onde esta colocada.

Exemplo B
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Esta incubadora ¢ constituida por um corpo cilindrico de vidro (5 cm de diametro e 10 cm
de altura) e por uma grelha metalica em aco inoxidéavel (0,25 ¢ e 32 mesh), mantida no
fundo do corpo cilindrico com um anel em PTFE. As incubadoras sdo suspensas por uma
barra de movimento vertical sobre as cubas e agitadas verticalmente (aproximadamente
Scm de amplitude) num ciclo adequado aos ovos de peixe-do-arroz-japonés
(aproximadamente uma vez a cada 4 segundos).

565



Apéndice 7

D060575/02

DIAGRAMA ESQUEMATICO DO AGRUPAMENTO E DA REPARTICAO DE

REPLICADOS DURANTE O METODO DE ENSAIO MEOGRT

Figura 1: Agrupamento e reparticdo de replicados durante o MEOGRT. A figura representa um
tratamento ou Y2 controlo. Devido ao agrupamento, a identidade dos replicados néo ¢ continua ao longo

do ensaio. Note-se que o termo «ovos» designa ovos fecundados viaveis (equivalente a embrides).
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O presente método de ensaio recomenda cinco tratamentos com o produto quimico em
estudo utilizando material de qualidade técnica e um controlo negativo. O nimero de
replicados por tratamento ndo se mantém constante ao longo do MEOGRT e o niimero de
replicados no grupo de controlo ¢ duas vezes mais elevado do que em qualquer um dos
grupos de tratamento. Na gerag¢do F0, cada grupo tratado com o produto quimico em estudo
compreende seis replicados, ao passo que o grupo de controlo negativo tem 12 replicados. O
recurso a solventes ¢ fortemente desaconselhado, mas, se forem utilizados, essa utilizagdo ¢
a escolha do solvente devem justificar-se no relatério de ensaio. Além disso, se for utilizado
um solvente, sdo necessarios dois tipos de controlos: a) um controlo com solvente e b) um
controlo negativo. Estes dois grupos de controlo devem conter, cada um deles, todos os
replicados previstos nas diferentes etapas do ensaio MEOGRT. Esta estrutura de replicagdo
permanece inalterada durante todo o desenvolvimento do organismo de ensaio na geracao
F1 (e F2 até a eclosdao). No entanto, na fase adulta, quando os casais reprodutores F1 sdao
constituidos, o numero de replicados de casais reprodutores por tratamento deve ser
duplicado para otimizar os resultados; por conseguinte, existem até 12 casais replicados por
grupo tratado com o produto quimico em estudo e 24 casais replicados no grupo de controlo
(assim como 24 casais replicados no grupo de controlo com solvente, se necessario). A
determinagdo da eclosdo dos embrides reproduzidos pelos casais F1 ¢ efetuada com base na
mesma estrutura de replicacdo utilizada para os embrides dos casais FO, ou seja,
inicialmente seis replicados por grupo tratado pelo produto quimico em estudo e
12 replicados no(s) grupo(s) de controlo.
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CONTAGEM DAS PAPILAS DA BARBATANA ANAL

Principais materiais e reagentes

- Microscopio de dissecacao (com camara fotografica facultativa);

D060575/02

- Fixador (por exemplo, de Davidson (o liquido de Bouin ndo ¢ recomendado), se a

contagem nao for efetuada por imagem

Procedimentos

Apds a necropsia, convém obter uma imagem da barbatana anal de modo a permitir a
contagem conveniente das papilas. Embora a imagiologia seja o método recomendado, a
barbatana pode ser fixada com fixador de Davidson ou outro fixador adequado, durante
cerca de 1 minuto. E importante manté-la espalmada durante a fixagdo, para facilitar a
contagem das papilas. A carcaga com a barbatana anal pode ser armazenada em fixador de
Davidson ou noutro fixador adequado, até ser analisada. Contar o numero de placas de
jungdo (ver figura 1) com papilas salientes ao nivel do rebordo posterior da placa.

Figura 1: Papilas da barbatana anal

-
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e
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Apéndice 9

CRONOLOGIA PORMENORIZADA DO ENSAIO MEOGRT
Semanas de ensaio 1-3 (F0)

Os peixes reprodutores da geragao FO que tenham cumprido os critérios de selecdo (ver
pontos 16 a 20) sdo expostos durante trés semanas, para permitir a exposicao dos gametas e
dos tecidos gonadais em desenvolvimento ao produto quimico em estudo. Cada cuba
replicada contém um unico casal reprodutor (casal fémea XX-macho XY). Os ovos postos
sao recolhidos, contados e avaliados para efeitos de fertilidade durante 21 dias consecutivos,
a partir do 1.° dia de ensaio.

Semana de ensaio 4 (FO e F1)

E preferivel que os ovos fecundados e vidveis (embrides) sejam recolhidos num unico dia;
no entanto, se ndo existirem embrides suficientes, podem ser recolhidos em dois dias. Neste
caso, todos os embrides do mesmo tratamento que tenham sido recolhidos no primeiro dia
sdo agrupados com os embrides recolhidos no segundo dia. Em seguida, a totalidade dos
embrides agrupados para cada tratamento ¢ distribuida aleatoriamente pelas incubadoras de
replicacdo, a uma razao de 20 embrides por incubadora. A mortalidade dos ovos fecundados
(embrides) € verificada e registada diariamente. Os ovos mortos sdo removidos das
incubadoras (a morte de ovos fecundados pode ser identificada, em especial numa fase
precoce, por uma diminui¢do acentuada da transparéncia e por uma alteragdo da coloragdo
provocadas pela coagulacdo e/ou precipitacao de proteinas, que se traduz num aspeto branco
opaco; OCDE 210).

Nota: Se um Unico tratamento exigir um segundo dia de colheita, todos os tratamentos
(incluindo os controlos) tém de seguir este procedimento. Se, apos o segundo dia de
colheita, o nimero de embrides no ambito de um tratamento nao for suficiente para permitir
colocar 20 embrides por incubadora, reduz-se para 15 o numero de embrides por incubadora
nesse tratamento especifico. Se ndo houver embrides suficientes para colocar 15 por
incubadora, reduz-se o numero de incubadoras de replicagdo até que haja embrides em
numero suficiente para colocar 15 por incubadora. Além disso, ¢ possivel aumentar o
numero de casais reprodutores por tratamento e por grupo de controlo, na geracao F0, para
produzir mais ovos e alcangar o nimero recomendado de 20 por replicado.

No 24.° dia de ensaio, os casais reprodutores FO sdo eutanasiados, registando-se o seu peso e
0 seu comprimento. Se necessario, € possivel proporcionar mais um ou dois dias aos casais
reprodutores FO, a fim de recomecar a geragdo F1.

Semanas de ensaio 5-6 (F1)

Um ou dois dias antes do inicio previsto da eclosdo, deve-se parar ou reduzir a agitagdo dos
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ovos em incubagio para acelerar aquele processo. A medida que os ovos véo eclodindo, dia
apods dia, os alevins sao agrupados por tratamento e distribuidos de forma sistematica pelas
cubas de replicacdo destinadas as larvas no ambito de cada tratamento especifico, sendo que
cada cuba ndo deve conter mais de 12 alevins. A distribuicao ¢ efetuada de forma aleatoria;
selecionam-se os alevins, que sdo colocados um a um em replicados sucessivos de forma
aleatoria e passando pela mesma ordem de um replicado de tratamento para o seguinte, até
que todos os replicados no ambito do tratamento tenham 12 alevins. Se ndo houver um
numero suficiente de alevins para preencher todos os replicados, € necessario garantir que o
maior numero possivel de replicados contém 12 alevins para iniciar a fase F1.

Os ovos que nao tenham eclodido ao fim de um periodo duplo do dia de eclosdo médio no
controlo s3o considerados ndo viaveis e rejeitados. O numero de alevins ¢ registado,
calculando-se o éxito da eclosao (taxa de eclosdao) em cada replicado.

Semanas de ensaio 7-11 (F1)

A sobrevivéncia das larvas ¢ controlada e registada diariamente em todos os replicados. Ao
43.° dia de ensaio, regista-se o numero de peixes sobreviventes em cada replicado, bem
como o numero inicial de alevins colocados no replicado (valor nominal: doze). Deste
modo, ¢ possivel calcular a percentagem de sobrevivéncia desde a eclosdo até a fase
subadulta.

Semanas de ensaio 12-13 (F1)

Entre o 78.° e 0 85.° dia de ensaio, retira-se uma pequena amostra da barbatana caudal de
cada peixe para determinar o sexo genotipico do individuo. Estes dados sdo utilizados para
constituir os casais reprodutores.

Nos trés dias seguintes a determinac¢do do sexo genotipico de cada peixe, constituem-se,
aleatoriamente, 12 casais reprodutores por tratamento e 24 casais por controlo. Dois peixes
XX e XY de cada replicado sdo selecionados aleatoriamente e agrupados por sexo e, em
seguida, selecionados aleatoriamente para constituir os casais reprodutores (casais XX-XY).
Sao constituidos, no minimo, 12 replicados por tratamento e, no minimo, 24 replicados para
os controlos, com um casal reprodutor por replicado. Se, num replicado, ndo for possivel
agrupar dois peixes XX ou dois peixes XY, devem colocar-se peixes com o sexo genotipico
adequado noutros replicados no ambito do tratamento.

Os restantes peixes (maximo de 8 peixes por replicado) sao eutanasiados e amostrados para
a medicdo dos varios parametros na fase subadulta. Os dados relativos ao gene dmy (XX ou
XY), para todas as amostras subadultas, sdo conservados com vista a garantir a
possibilidade de associar todos os pardmetros medidos ao sexo genético de cada individuo.

Semanas de ensaio 13-14 (F1)
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A exposicao prossegue a medida que os casais reprodutores subadultos evoluem até a fase
adulta. No 98.° dia de ensaio (ou seja, no dia anterior ao inicio da colheita dos ovos), os
ovos sdo retirados dos aqudrios e das fémeas.

Semanas de ensaio 15-17 (F1)

Os ovos postos sao recolhidos diariamente durante 21 dias consecutivos em cada replicado e
avaliados quanto a fecundidade e a fertilidade.

Semana de ensaio 18 (repeticio da semana de ensaio 4) (F1 e F2)

No 120.° dia de ensaio, durante a manha, procede-se a colheita dos ovos em cada cuba
replicada. Os ovos recolhidos sdo avaliados e os ovos fecundados (filamentos removidos) de
cada um dos casais reprodutores sdo agrupados por tratamento e distribuidos de forma
sistemdtica pelas camaras de incubagdo, com 20 ovos fecundados por incubadora. Estas
podem ser colocadas em cubas para incubadoras, disponibilizadas para cada tratamento, ou
na cuba replicada, que contera as larvas apds a eclosdo. E preferivel que os embrides sejam
recolhidos num unico dia; no entanto, se ndo existirem embrides suficientes, podem ser
recolhidos em dois dias. Neste caso, todos os embrides do mesmo tratamento que tenham
sido recolhidos no primeiro dia sdo agrupados com os embrides recolhidos no segundo dia.
Em seguida, a totalidade dos embrides assim agrupados para cada tratamento ¢ distribuida
aleatoriamente pelas incubadoras de replicagdo, a uma razao de 20 embrides por incubadora.
Se um tnico tratamento exigir um segundo dia de colheita, todos os tratamentos (inclusive
os controlos) tém de seguir este procedimento. Se, apds o segundo dia de colheita, o numero
de embrides no ambito de um tratamento ndo for suficiente para permitir colocar 20
embrides por incubadora, reduz-se para 15 o nimero de embrides nesse tratamento
especifico. Se ndo houver embrides suficientes para carregar 15 por incubadora, reduz-se o
numero de incubadoras de replicag¢do até que haja embrides suficientes para carregar 15 por
incubadora.

No 121.° dia de ensaio (ou no 122.° dia de ensaio, para garantir o inicio correto da F2), os
casais reprodutores F1 sdo eutanasiados e analisados quanto aos parametros na fase adulta.
Se necessario, ¢ possivel proporcionar mais um ou dois dias aos casais reprodutores F1, a
fim de recomecar a geragdo F2.

Semanas de ensaio 19-20 (F2)

Um ou dois dias antes do inicio previsto da eclosdao, deve-se parar ou reduzir a agitagdo dos
ovos em incubacdo para acelerar aquele processo. Se o ensaio terminar com a eclosdo da
geragao F2, os alevins sao contados todos os dias e rejeitados. Os embrides que nao tenham
eclodido apos um periodo de incubagdo prolongado, definido como duas vezes o tempo
médio da eclosdo nos controlos, sdo considerados ndo viaveis.
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Apéndice 10

ANALISE ESTATISTICA

Os tipos de dados biologicos gerados aquando do ensaio MEOGRT nao sdo especificos
deste ensaio; com excecdo dos dados de patologia, foram desenvolvidos muitos métodos
estatisticos adequados para analisar corretamente dados semelhantes em fungdo das
respetivas caracteristicas, incluindo a normalidade, a homogeneidade da varidncia, se a
concecdo do estudo se presta a testes de hipotese ou andlises de regressdo, ensaios
paramétricos versus ensaios ndo paramétricos, etc. Regra geral, as analises estatisticas
propostas respeitam as recomendagdes da OCDE em matéria de dados de ecotoxicidade
(OCDE 2006). A figura 2 apresenta um fluxograma decisional para a andlise dos dados do
ensaio MEOGRT.

Parte-se do principio de que, na maior parte dos casos, os conjuntos de dados proporcionam
respostas mondtonas. Além disso, hd que ponderar se deve ser utilizado um teste estatistico
unilateral ou um teste estatistico bilateral. Sugere-se a utilizacdo de testes unilaterais, a
menos que isso ndo seja adequado por motivos bioldgicos. Embora a secgdo seguinte
recomende determinados testes estatisticos especificos, se forem estabelecidos métodos
estatisticos mais adequados e/ou potentes para aplicacdo aos dados especificos gerados pelo
MEOGRT, esses testes estatisticos devem ser utilizados para beneficiar das vantagens que
apresentam.

Os dados MEOGRT devem ser analisados separadamente para cada sexo genotipico.
Existem duas estratégias para analisar os dados relativos aos peixes que apresentem
inversdo sexual (machos XX ou fémeas XY): 1) Excluir todos os dados relativos aos peixes
que apresentem uma inversao sexual ao longo de todo o ensaio, exceto no que se refere a
prevaléncia da inversdo sexual em cada replicado; 2) Conservar os dados relativos aos
peixes que apresentem uma inversdo sexual e proceder a andlise com base no sexo
genotipico.

Dados histopatologicos

Os dados histopatologicos sdo registados sob a forma de indices de gravidade, que sdo
avaliados utilizando um procedimento estatistico recentemente desenvolvido — Rao-Scott
Cochrane-Armitage by Slices (RSCABS) (Green et al., 2014). O ajustamento Rao-Scott
retém a informacdo relativa a replicacdo do ensaio; o procedimento by Slices incorpora o
pressuposto biologico de que a gravidade dos efeitos tende a aumentar com as
concentracdes de exposi¢cdo. Para cada diagndstico, os resultados do RSCABS indicam os
tratamentos que induzem uma prevaléncia de patologias acrescida em relagdo aos controlos,
bem como o respetivo o grau de gravidade.

Dados relativos a fecundidade
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A analise dos dados relativos a fecundidade consiste num procedimento descendente (teste
de Jonckheere-Terpstra ou de Williams) para determinar os efeitos do tratamento, desde que
os dados sejam compativeis com uma relagdo concentragdo-resposta mondtona. O
procedimento descendente permite fazer comparagdes a um nivel de significancia de 0,05,
evitando os ajustamentos ligados ao nimero de comparagdes efetuadas. Espera-se que os
dados sejam compativeis com uma relagdo concentracao-resposta mondtona, o que pode
verificar-se quer através de uma inspe¢ao visual dos dados, quer através da construgdo de
contrastes lineares e quadraticos das médias por tratamento, apds uma hierarquizagdo dos
dados. A menos que o contraste quadratico seja significativo e o contraste linear ndo o seja,
realiza-se um ensaio de tendéncias. Caso contrario, recorre-se ao teste de Dunnett para
determinar os efeitos dos tratamentos se os dados apresentarem uma distribui¢do normal e
variancias homogéneas. Se estes requisitos ndo forem cumpridos, utiliza-se o teste de Dunn
com um ajustamento de Bonferonni-Holm. Todos os ensaios sdo realizados
independentemente do teste global F ou de Kruskal-Wallis. Para mais informagdes,
consultar o documento OCDE 2006.

Podem utilizar-se métodos alternativos, como um modelo linear generalizado com erros de
Poisson para as contagens de ovos (sem transformagdo), desde que isso se justifique do
ponto de vista estatistico (Cameron e Trividi, 2013). Neste caso, recomenda-se o recurso a
um especialista em estatistica.

Contagem diaria de ovos numa unica geracao

O modelo ANOVA traduz-se na expressdao Y = tempo*tempo-+tratamento + *tratamento +
tempo*tratamento + *tempo*tratamento, com os efeitos aleatorios do replicado
(geracdo*tratamento) e tempo*replicado(tratamento), permitindo diferencas componentes
de variancias desiguais de ambos os tipos entre geragdes. O termo «tempo» refere-se a
frequéncia das contagens dos ovos (por exemplo, dia ou semana). Trata-se de uma analise
de medidas repetidas, em que a correlagdo entre as observagdes realizadas com os mesmos
replicados da conta da natureza dos dados enquanto medidas repetidas.

Os principais efeitos dos tratamentos sdo submetidos ao teste de Dunnett (ou Dunnet-Hsu),
que permite ajustar o nimero de comparagdes. Estes ajustamentos sdo necessarios para os
fatores geragdo e tempo, uma vez que nenhum deles estd associado ao nivel do «controlo» e
cada par de niveis ¢ potencialmente interessante em termos de comparacdo. Em ambos os
casos, se o teste F para o efeito principal for significativo ao nivel 0,05, as comparagdes por
pares entre niveis desse fator podem ser testadas ao nivel 0,05 sem ajustamentos
suplementares.

O modelo inclui interacdes a dois ou trés fatores, pelo que um efeito principal para o tempo,
por exemplo, pode ndo ser significativo, mesmo que o tempo tenha um impacto significativo
nos resultados. Assim, se uma interagao a dois ou trés fatores que inclua o tempo for
significativa ao nivel 0,05, podem aceitar-se comparagdes de niveis de tempo ao nivel de
significancia de 0,05 sem ajustamentos suplementares.
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Seguem-se os testes F para a significancia do tratamento no tempo, ou seja, as chamadas
«fatias» (slices) no quadro ANOVA. Se, por exemplo, a fatia correspondente ao tratamento
aplicada a geracdo F1 e ao tempo 12 for significativa ao nivel 0,05, as comparacdes por
pares dos tratamentos aplicados a geragao F1 e ao tempo 12 podem ser aceites ao nivel 0,05
sem mais ajustamentos. Aplicam-se regras semelhantes aos testes relativos ao tempo na
geragao F1 no ambito de um tratamento, ou a geragao associada a um tempo e a um
determinado tratamento.

Por ultimo, as comparagdes ndo abrangidas por nenhuma das categorias supramencionadas
devem ser ajustadas pelo método de ajustamento dos valores p de Bonferroni-Holm. Para
mais informagdes sobre a analise com esses modelos, consultar Hocking (1985) e Hochberg
¢ Tamhane (1987).

Outro método consiste em recolher os dados brutos e apresenta-los, no relatério do estudo,
na forma de fecundidade (niimero de ovos) por replicado e por dia. Calcula-se a média dos
dados brutos por replicado, aplicando-se em seguida, uma transformacdo de raiz quadrada.
Calcula-se uma ANOVA unidirecional aplicada as médias transformadas por replicado,
seguida dos contrastes de Dunnett. Pode também ser util inspecionar visualmente os dados
da fecundidade de cada tratamento e/ou replicado num grafico de pontos que represente a
distribuicdo dos dados ao longo do tempo. Este método permitird uma avaliacdo informal
dos efeitos potenciais ao longo do tempo.

Todos os outros dados biologicos

As andlises estatisticas baseiam-se no pressuposto de que, com uma selecdo adequada das
doses, os dados serdo monotonos. Assim, os dados sdo assumidos como monotonos,
monotonia essa que ¢ formalmente avaliada por recurso a contrastes lineares e quadraticos.
Se os dados forem monotonos, recomenda-se a realizacdo de um teste de tendéncia de
Jonckheere-Terpstra sobre as medianas dos replicados (conforme aconselhado em OCDE
2006). Se o contraste quadratico for significativo e o contraste linear ndo o for, os dados sdo
considerados ndo mono6tonos.

Se os dados ndo forem mondtonos, nomeadamente devido a uma resposta reduzida para o
tratamento mais elevado ou os dois tratamentos mais elevados, deve ponderar-se excluir
todo conjunto de dados, sendo a andlise seja efetuada sem esses tratamentos. A decisdo terd
de ser tomada com base em critérios profissionais e relativamente a todos os dados
disponiveis, em especial aqueles que indiquem toxicidade manifesta aos niveis de
tratamento em causa.

Quanto ao peso e ao comprimento, ndo sdo recomendadas transformagdes, embora possam
ser ocasionalmente necessarias. No entanto, recomenda-se aplicar uma transformacao
logaritmica aos dados relativos a vitelogenina, uma transformacdo de raiz quadrada aos
dados das CSS (papilas da barbatana anal) e uma transformacao de arco seno da raiz
quadrada aos dados relativos a taxa de eclosdo, a percentagem de sobrevivéncia, ao racio

574



D060575/02

sexual e a percentagem de ovos férteis. O tempo até a eclosdo e o tempo até a primeira
desova devem ser tratados como tempo até ao evento, € os embrides que ndo ecludam no
periodo definido, bem como os replicados que nunca desovam, devem ser tratados como
dados censurados a direita. O tempo até a eclosdo deve calcular-se a partir do dia mediano
de eclosdo de cada replicado. Estes pardmetros devem ser analisados com um modelo de
riscos proporcionais de Cox para efeitos mistos.

Os dados biologicos de amostras de adultos sdo medidos uma vez por replicado, dado existir
um peixe XX e um peixe XY por aquario replicado. Por conseguinte, recomenda-se que se
aplique uma ANOVA unidirecional as médias dos replicados. Se se verificarem os
pressupostos da ANOVA (normalidade e homogeneidade das variancias — avaliadas, no que
diz respeito aos residuos da ANOVA, pelo teste de Shapiro-Wilks e o teste de Levene,
respetivamente), devem utilizar-se os contrastes de Dunnett para determinar os tratamentos
que diferem do controlo. Por outro lado, se os pressupostos da ANOVA nio se verificarem,
deve recorrer-se a um teste de Dunn para determinar que tratamentos diferiram do controlo.
Recomenda-se um procedimento semelhante para os dados na forma de percentagens
(fertilidade, eclosdo e sobrevivéncia).

Os dados bioldgicos das amostras de subadultos tém entre 1 e 8 medig¢des por replicado,
pelo que podem existir nimeros variaveis de individuos que contribuem para a média do
replicado de cada sexo genotipico. Por conseguinte, recomenda-se a utilizagdo de um
modelo ANOVA com efeitos mistos, seguido de contrastes de Dunnett, caso se verifiquem
os pressupostos em matéria de normalidade e de homogeneidade das variancias (no que diz
respeito aos residuos da ANOVA com efeitos mistos). Se tal ndo for o caso, deve
proceder-se a um teste de Dunn para determinar os tratamentos que diferiram do controlo.

Figura 2: Fluxograma relativo aos procedimentos estatisticos recomendados para a analise dos dados
MEOGRT.
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C.53 ENSAIO DE CRESCIMENTO E DESENVOLVIMENTO DE LARVAS DE
ANFIBIOS (LAGDA)

INTRODUCAO

1.

, .

O presente método de ensaio ¢ equivalente as orientagcdes de ensaio n.° 241 da OCDE
(2015). A necessidade de desenvolver e validar um ensaio capaz de identificar e
caracterizar as consequéncias negativas da exposi¢ao a produtos quimicos t6xicos nos
anfibios surgiu da preocupagdo de que os niveis ambientais dos produtos quimicos possam
causar efeitos nocivos nos seres humanos e na fauna selvagem. As orientagdes de ensaio da
OCDE sobre o Ensaio de Crescimento e Desenvolvimento de Larvas de Anfibios
(LAGDA) descrevem um ensaio de toxicidade, realizado com uma espécie de anfibios, que
estuda o crescimento ¢ o desenvolvimento desde a fecundacdo até ao periodo juvenil
precoce. Trata-se de um ensaio — normalmente com a durag@o de 16 semanas — que avalia
o desenvolvimento inicial, a metamorfose, a sobrevivéncia, o crescimento ¢ a maturagao
parcial do sistema reprodutor. Permite, além disso, medir um conjunto de outros
parametros com vista a uma avaliacdo diagnostica de produtos quimicos suspeitos de
serem perturbadores endocrinos ou de outros tipos de substancias com efeitos toxicos para
o desenvolvimento e para a reproducdo. O método descrito no presente documento ¢
inspirado em trabalhos de validacdo realizados sobre a ra-de-unhas-africana (Xenopus
laevis) pela Agéncia de Protecdo do Ambiente dos EUA (U.S. EPA), em cooperagdo com o
Japdo (1). Embora outras espécies de anfibios possam ser adequadas a um protocolo de
ensaio sobre o crescimento € o desenvolvimento com capacidade para determinar se o sexo
genético ¢ um elemento importante, os métodos e parametros especificos descritos no
presente método de ensaio sao aplicaveis apenas a Xenopus laevis.

O LAGDA ¢ utilizado como ensaio de nivel superior no anfibio para recolher informagdes
mais abrangentes sobre as relagdes concentracdo-resposta em matéria de efeitos nocivos,
efeitos esses que podem ser Uteis para a identificacdo e a caracterizagdo dos perigos e para
a avaliagdo do risco ecoldgico. O ensaio enquadra-se no nivel 4 do Quadro Conceptual da
OCDE para o Ensaio e a Avaliacdo de Desreguladores Enddcrinos, uma vez que os ensaios
in vivo também fornecem dados sobre efeitos nocivos com base nos parametros pertinentes
do sistema endocrino (2). O plano experimental genérico implica a exposi¢do de embrides
de X. laevis na fase de desenvolvimento 8-10 de Nieuwkoop e Faber (NF) (3) a um minimo
de quatro concentragdes diferentes do produto quimico em estudo (geralmente espacadas
por intervalos definidos segundo uma progressao nao logaritmica) e a um ou mais
controlos, até 10 semanas apds o tempo médio até a fase NF62 no controlo, com uma
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subamostra provisoria na fase NF62 (<45 dias pos-fecundagdao; normalmente cerca de
45 dpf). Cada concentracao de ensaio ¢ testada em quatro replicados, com oito replicados
para controlo. Os parametros avaliados durante a exposi¢ao (na subamostra provisoria e na
amostra final no termo do ensaio) incluem os valores indicativos de toxicidade
generalizada: mortalidade, comportamento anormal e determinantes de crescimento
(comprimento e peso), bem como parametros destinados a caracterizar mecanismos de
acdo especificos dos desreguladores enddcrinos que visam os processos fisioldgicos
mediados por estrogénios, por androgénios e pela tiroide. O método focaliza-se nos
potenciais efeitos relevantes para uma populagdo (nomeadamente impactos negativos na
sobrevivéncia, no desenvolvimento, no crescimento ¢ no desenvolvimento do sistema
reprodutor), para calcular uma concentragdo sem efeitos observdveis (NOEC) ou uma
concentracdo efetiva que provoca x % de mudanga (CEx) no parametro medido. Importa
notar que as abordagens do tipo CEx s6 raramente s3o adequadas para grandes estudos
deste tipo, em que o aumento do nimero de concentracdes de ensaio para determinar a
CEx desejada pode ser invidvel. De salientar também que o método ndo abrange a fase de
reproducdo propriamente dita. As defini¢des utilizadas constam do apéndice 1.

CONSIDERACOES INICIAIS E LIMITACOES

3. Devido ao nimero limitado de produtos quimicos testados e de laboratérios envolvidos na
validacdo deste método de ensaio bastante complexo, sobretudo no que respeita a
reprodutibilidade interlaboratorial — que ainda ndo se encontra documentada com dados
experimentais —, prevé-se que, quando estiver disponivel um nUmero suficiente de
trabalhos para determinar o impacto desta nova conceg¢do, as orientagdes de ensaio 241 da
OCDE serdo reexaminadas e, se necessario, atualizadas a luz da experiéncia adquirida. O
LAGDA ¢ um ensaio importante que permite estudar os fatores suscetiveis de contribuir
para um declinio da populacdo de anfibios, avaliando os efeitos da exposi¢cao a produtos
quimicos durante a fase larvar, em que os efeitos na sobrevivéncia e no desenvolvimento,
incluindo o desenvolvimento normal dos 6rgdos reprodutores, podem ter consequéncias
nocivas nas populagoes.

4. O ensaio foi concebido para detetar o(s) efeito(s) apical(is) resultante(s) de mecanismos
enddcrinos e ndo enddcrinos, € inclui parametros de diagnostico que sdo, em parte,
especificos dos principais mecanismos enddcrinos. Importa notar que, até ao
desenvolvimento do LAGDA, ndo existia nenhum ensaio validado que incidisse nesta
funcgdo, para os anfibios.

5. Antes do inicio do ensaio, € importante dispor de informagdes sobre as propriedades fisico-
quimicas do produto quimico em estudo, nomeadamente para garantir a estabilidade das
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solugdes quimicas produzidas. E também necessario dispor de um método analitico
suficientemente sensivel para verificar as concentragdes do produto quimico em estudo. O
ensaio dura cerca de 16 semanas e requer um total de 480 animais, nomeadamente
embrides de X. laevis (ou 640 embrides, caso se utilize um controlo com solvente), para

garantir que ¢ suficientemente representativo para avaliar os parametros ao nivel da
populagdo, como o crescimento, o desenvolvimento e a maturacdo do sistema reprodutor.

6. Antes de utilizar o presente método de ensaio para testar uma mistura para fins
regulamentares, convém averiguar se os resultados serdo aceitaveis para a finalidade
regulamentar pretendida. Além disso, o ensaio ndo avalia diretamente a fecundidade,
podendo, por isso, ndo ser adequado para utilizagdo numa fase mais avangada do que o
nivel 4 do Quadro Conceptual da OCDE para o Ensaio e a Avaliagdo de Desreguladores
Endocrinos.

BASE CIENTIFICA DO METODO DE ENSAIO

7. Grande parte dos conhecimentos atuais sobre a biologia dos anfibios foi obtida utilizando a
espécie de laboratério modelo X. laevis. Esta espécie pode ser cultivada por rotina em
laboratorio; a ovulagdo pode ser induzida por gonadotropina coridonica humana (hCG) e ¢
possivel obter facilmente animais no comércio.

8. Tal como acontece com todos os vertebrados, a reproduc¢do em anfibios é controlada pelo
eixo hipotdlamo-hipofise-gonadal (4). Os estrogénios e os androgénios sdo mediadores
deste sistema endocrino, controlando o desenvolvimento e a fisiologia dos tecidos
sexualmente dimorficos. O ciclo de vida dos anfibios divide-se em trés fases distintas,
durante as quais este eixo € particularmente ativo: (1) diferenciacdo das gonadas durante o
desenvolvimento larvar, (2) desenvolvimento das caracteristicas sexuais secundarias e
maturagdo das gonadas durante a fase juvenil e (3) reproducao funcional dos adultos. Em
cada uma destas trés fases de desenvolvimento, o sistema enddcrino € suscetivel de ser
perturbado por determinados produtos quimicos, como estrogénios e androgénios, o que
resulta, in fine, numa diminui¢do da capacidade reprodutiva dos organismos.

9. As gbonadas comegam a desenvolver-se na fase NF43, altura em que se forma a crista
genital bipotencial. A diferenciacdo das gonadas comeca na NF52, quando as células
germinais primordiais migram para o tecido medular (machos) ou permanecem na regido
cortical (fémeas) das géonadas em desenvolvimento (3). Na década de 1950, foi referido
pela primeira vez que este processo de diferenciagdo sexual das gonadas de Xenopus ¢
suscetivel de ser alterado pela acdo de produtos quimicos (5) (6). A exposi¢do dos girinos
ao estradiol durante o periodo de diferenciagdo das gonadas provoca uma alteracao do sexo
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nos machos, que se tornam fémeas plenamente funcionais quando chegam a idade adulta
(7) (8). A inversao funcional do sexo das fémeas em machos também ¢ possivel, tendo sido
referida a sua ocorréncia apos a implantacdo de tecido testicular em girinos (9). No
entanto, embora a exposi¢do a um inibidor da aromatase provoque também uma inversao
do sexo funcional em X. tropicalis (10), este efeito ndo foi constatado em X. laevis.
Tradicionalmente, os efeitos de produtos téxicos na diferenciagdo das gonadas eram
avaliados através do exame histologico das gonadas no momento da metamorfose e a
inversdao do sexo s6 podia ser determinada pela analise dos racios sexuais. Até ha pouco
tempo, ndo havia forma de determinar diretamente o sexo genético de Xenopus. No
entanto, a criacao recente de marcadores sexuais em X. laevis permite determinar o sexo
genético e identificar diretamente os animais cujo sexo foi invertido (11).

10. Nos machos, o desenvolvimento juvenil acompanha o aumento dos niveis de testosterona
no sangue, correspondente ao desenvolvimento de caracteristicas sexuais secundarias, bem
como ao desenvolvimento dos testiculos. Nas fémeas, o estradiol ¢ produzido pelos
ovarios, o que resulta no aparecimento de vitelogenina (VTG) no plasma e de ovocitos
vitelogénicos no ovario, assim como no desenvolvimento dos ovidutos (12). Os ovidutos
sdo caracteristicas sexuais secundarias femininas que intervém na maturagdo dos ovocitos
durante a reprodugdo. Os ovdcitos sdo cobertos por um revestimento gelatinoso quando
passam pelo oviduto e acumulam-se no ovissaco, prontos para serem fecundados. O
desenvolvimento do oviduto parece ser regulado pelos estrogénios, uma vez que estd
correlacionado com os niveis de estradiol no sangue de X. laevis (13) e X. tropicalis (12).
Foi referido o desenvolvimento de ovidutos nos machos expostos a bifenilos policlorados
(14) e 4-terc-octilfenol (15).

PRINCIPIO DO ENSAIO

11. A concecdo do ensaio implica expor os embrides de X. laevis na fase NF8-10, por via
aquatica, a quatro concentragdes diferentes do produto quimico em estudo e a um ou mais
controlos até 10 semanas apds o tempo médio necessario para atingir a fase NF62 no
controlo, com uma subamostra intermédia na fase NF62. Embora também seja possivel
administrar produtos quimicos altamente hidrofobos através da alimentacdo, até a data esta
via de exposicao foi pouco explorada no contexto do presente ensaio. Cada concentracao €
testada em quatro replicados, com oito replicados para cada controlo utilizado. Os
parametros avaliados durante a exposi¢do incluem os indicadores de toxicidade
generalizada — mortalidade, comportamento anormal e determinantes de crescimento
(comprimento e peso) —, bem como parametros concebidos para caracterizar os
mecanismos de acdo dos perturbadores endocrinos que visam processos fisioldgicos
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mediados pelos estrogénios, pelos androgénios ou pela tiroide (histopatologia da tiroide,
histopatologia das gonadas e do ducto gonadal, desenvolvimento anormal, vitelogenina
plasmatica — opcional — e racios sexuais genotipicos/fenotipicos).

CRITERIOS DE VALIDADE DO ENSAIO
12. Sao aplicaveis os seguintes critérios de validade do ensaio:

- A concentragdo de oxigénio dissolvido deve ser > 40 % do valor da saturag¢do no ar,
durante todo o ensaio;

- A temperatura da agua deve situar-se no intervalo de 21 + 1 °C e os diferenciais entre
replicados e entre tratamentos ndo devem exceder 1,0 °C;

- O pH da solugao de ensaio deve ser mantido entre 6,5 ¢ 8,5, e os diferenciais entre
replicados e entre tratamentos ndo devem exceder 0,5;

- Os dados disponiveis devem demonstrar que as concentragdes do produto quimico em
estudo em solucao foram corretamente mantidas num intervalo de + 20 % em relacdo a
meédia dos valores medidos;

- A mortalidade durante o periodo de exposi¢ao deve ser < 20 % em cada replicado, no que
diz respeito aos controlos;

- A viabilidade deve ser > 70 % na desova escolhida para dar inicio ao estudo;
- O tempo mediano até a fase NF62 nos controlos deve ser < 45 dias.

- O peso médio dos organismos de ensaio na fase NF62 e no fim do ensaio, no &mbito dos
controlos e dos controlos com solvente (se utilizado), deve atingir, respetivamente, 1,0
+02ell,5+3¢.

13. Embora ndo seja um critério de validade, recomenda-se que estejam disponiveis para
analise, pelo menos, trés niveis de tratamento, com trés replicados ndo comprometidos.
Uma mortalidade excessiva, que compromete um tratamento, ¢ definida como a ocorréncia
de mais de quatro mortes (> 20 %) que ndo possam ser explicadas por um erro técnico em,
pelo menos, dois replicados. A anélise deve incluir, pelo menos, trés niveis de tratamento
isentos de toxicidade manifesta. Os sinais de toxicidade manifesta podem incluir, entre
outros, a flutuagdo a superficie, a imobilizacdo no fundo do viveiro, natacdo invertida ou
irregular, falta de atividade a superficie e auséncia de reacdo aos estimulos, anomalias
morfologicas (por exemplo, deformidades nos membros), lesdes hemorragicas e edema
abdominal.

581



D060575/02

14. Caso se observem desvios em relacdo aos critérios de validade do ensaio, devem
ponderar-se as consequéncias no respeitante a fiabilidade dos resultados do ensaio,
devendo esses desvios e a respetiva apreciagdo ser incluidos no relatério de ensaio.

DESCRICAO DOS METODOS

Equipamento

15. Equipamento normal de laboratdrio, designadamente o seguinte:

a) Aparelhos de controlo da temperatura (por exemplo, aquecedores ou refrigeradores
regulaveis a 21 = 1 °C);

b) Termdmetro;
¢) Microscopio binocular de dissecagao e ferramentas de dissecagao;

d)Maquina fotografica digital com resolucdo minima de 4 megapixels e fungdo micro (se
necessario);

¢) Balanga analitica com precisdo de 0,001 mg ou 1 pg;
f) Medidor de oxigénio dissolvido e medidor de pH;

g) Aparelho de medi¢do da intensidade luminosa capaz de apresentar resultados em lux.
Agua

Fonte e qualidade

16. Pode ser utilizada qualquer dgua de diluicdo disponivel no local (por exemplo, dgua de
nascente ou 4agua da torneira filtrada com carvdo) e permita o crescimento e
desenvolvimento normais de X. laevis, devendo dispor-se de informacdes concretas que
demonstrem o crescimento normal nesta 4gua. Uma vez que a qualidade da agua local pode
diferir substancialmente de uma zona para outra, € necessario analisa-la, sobretudo no caso
de ndo se dispor de dados histéricos sobre a utilizagdo da mesma na criagdo de larvas de
anfibios. Importa determinar o teor de metais pesados (Cu, Pb, Zn, Hg, Cd, Ni, etc.), dos
principais anides e catides (Ca*, Mg?*, Na*, K*, CI', SO4%, etc.), de pesticidas, de carbono
organico total e de s6lidos em suspensdo antes de iniciar o ensaio e/ou, por exemplo, de
seis em seis meses, caso se saiba que a qualidade da 4gua de dilui¢do se mantém
relativamente constante. No apéndice 2 apresentam-se algumas caracteristicas quimicas de
uma agua de dilui¢ao aceitavel.

Concentragado de iodeto na dgua utilizada no ensaio
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17. Para que a glandula tiroide sintetize as hormonas que favorecem uma metamorfose normal,
as larvas devem dispor de quantidades suficientes de iodeto proveniente de uma
combinacdo de fontes aquosas ¢ alimentares. Atualmente, ndo existem orientagdes
empiricas quanto as concentragdes minimas de iodeto nos alimentos ou na dgua necessarias
para garantir um desenvolvimento adequado. No entanto, a disponibilidade de iodetos pode
afetar a capacidade de resposta do sistema tirdideo aos agentes ativos da tiroide e sabe-se
que influencia a atividade basal da glandula tiroide, aspeto a ter em conta na interpretagao
dos resultados histopatologicos relativos a tiroide. Em trabalhos anteriores, demonstrou-se
o bom desempenho do ensaio com concentracdes de iodeto de dgua de diluicdo (I°)
compreendidas entre 0,5 e 10 pg/l. Idealmente, a concentracao de iodeto (adicionado sob a
forma de sal de so6dio ou de potdssio) na dgua de dilui¢do, durante todo o ensaio, deve ser
de 0,5 ng/l. Se a agua for obtida por reconstitui¢do de dgua desionizada, € necessario
adicionar iodo de modo a obter uma concentragio deste ndo inferior a 0,5 pg/l. E
necessario mencionar no relatorio as concentragdes de iodetos medidas na agua utilizada
no ensaio (a agua de diluicdo), bem como a adicdo de iodo ou outros sais (se for o caso)
aquela agua. Além de ser medido na agua, pode também medir-se o teor de iodo nos
alimentos.

Sistema de exposiciao

18. 0O ensaio foi concebido utilizando um sistema de dilui¢do com fluxo continuo. Os
componentes do sistema devem ser constituidos por um material adaptado ao contacto com
a agua, como o vidro, o ago inoxidavel e/ou outros materiais quimicamente inertes. Os
viveiros de exposi¢do devem ser aquarios de vidro ou de ago inoxiddvel com um volume
util compreendido entre 4,0 e 10,0 1 (profundidade minima da 4gua de 10 a 15 cm). O
sistema deve ser capaz de suportar todas as concentracdes de exposi¢do, um controlo e um
controlo com solvente, se necessario, com quatro replicados por tratamento e oito
replicados para os controlos. O caudal deve ser constante em cada viveiro, a fim de
garantir a estabilidade das condigdes biologicas e da exposicdo quimica. Recomenda-se
que os caudais sejam adequados (no minimo, 5 renovagdes por dia) para evitar declinios da
concentracao do produto quimico, devido ao metabolismo dos organismos de ensaio e dos
microrganismos aquaticos presentes nos aquarios ou nas vias abiodticas de degradagdo
(hidrélise, fotdlise) ou de dissipacdo (volatilizagdo, sor¢do). Os viveiros devem ser
dispostos de forma aleatéria no sistema de exposicdo, de modo a reduzir os possiveis
efeitos decorrentes da posi¢do, como ligeiras variagdes de temperatura, intensidade
luminosa, etc. Para mais informacdes sobre a montagem de sistemas de exposicao de fluxo
continuo, consultar o guia da ASTM intitulado Standard Guide for Conducting Acute
Toxicity Tests on Test Materials with Fishes, Macroinvertebrates, and Amphibians (16).
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Introducio dos produtos quimicos: preparacio das solucdes de ensaio

19.

20.

21.

Para preparar as solugdes de ensaio no sistema de exposi¢do, convém introduzir neste uma
solucdo-mae do produto quimico em estudo, com o auxilio de uma bomba adequada ou
outro aparelho. O débito da solugdo-mae deve ser calibrado de acordo com a confirmagao
analitica das solugdes de ensaio antes do inicio da exposicao, e deve ser objeto de controlo
volumétrico periodico durante o ensaio. A solucdo de ensaio de cada viveiro deve ser
renovada a uma taxa de pelo menos 5 renovagdes em volume/dia.

O método utilizado para introduzir o produto quimico em estudo no sistema varia em
funcdo das suas propriedades fisico-quimicas. Por conseguinte, antes do ensaio, devem
obter-se informagdes de base sobre o produto que sejam relevantes para determinar a sua
testabilidade. No que respeita as propriedades especificas do produto quimico em estudo,
sdo uteis as seguintes informagdes: formula estrutural, peso molecular, pureza, estabilidade
na agua e a luz, pKa e coeficiente de particdo octanol-dgua, solubilidade em agua (de
preferéncia no meio de ensaio) e pressdo de vapor, bem como os resultados de um ensaio
de biodegradabilidade facil — método de ensaio C.4 (17) ou C.29 (18). A solubilidade na
dgua e a pressdo de vapor podem ser utilizadas para calcular a constante de Henry, que
indica os riscos de perda do produto quimico em estudo por evaporagdo. A realizacao do
ensaio sem as informagdes acima enumeradas deve ser objeto de uma ponderagdo
cuidadosa, uma vez que a concecdo do estudo dependera das propriedades fisico-quimicas
do produto quimico em causa e que, sem estes dados, os resultados do ensaio podem ser
dificeis de interpretar ou desprovidos de sentido. Para determinar a concentracdo do
produto nas solu¢des de ensaio, deve dispor-se de um método de andlise fidvel, com uma
previsdao e um limite de detecao conhecidos e notificados. Os produtos quimicos em estudo
soluveis em agua podem ser dissolvidos em aliquotas de agua de diluicdo a uma
concentracdo que permita alcancar a concentracdo de ensaio-alvo num sistema de fluxo
continuo. Os produtos quimicos liquidos ou solidos a temperatura ambiente e
moderadamente soluveis na agua podem necessitar de saturadores liquido:liquido ou
liquido:sélido (por exemplo, coluna de 1a de vidro) (19). Embora também seja possivel
administrar produtos quimicos muito hidréfobos através da alimentagdo, esta via de
exposi¢ao foi pouco explorada no presente ensaio.

As solugdes de ensaio sdo ajustadas a concentracdo pretendida por dilui¢do de uma
solucdo-mae. De preferéncia, a solugdo-mae deve ser preparada por simples mistura ou
agitacdo do produto quimico em estudo na dgua de diluicdo, por meios mecanicos
(agitacdo e/ou dispersao ultrassonica, por exemplo). Podem ser utilizadas colunas/sistemas
de saturagdao ou métodos de dosagem passiva (20) para obter uma solu¢do-mae com a
concentragdo pretendida. Sdo preferiveis os sistemas desprovidos de veiculos; no entanto,
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os diferentes produtos quimicos em estudo devem possuir propriedades fisico-quimicas
variadas, que irdo provavelmente exigir abordagens diferentes para a preparacdo das
solugdes aquosas para exposi¢ao quimica. Devem ser envidados todos os esforgos para
evitar a utilizacdo de solventes ou outros veiculos, porque: 1) alguns solventes podem, por
si mesmos, provocar toxicidade e/ou respostas indesejaveis ou inesperadas; 2) o ensaio de
produtos quimicos acima da sua solubilidade em agua (passivel de ocorrer frequentemente
quando se utilizam solventes) pode resultar em determinagdes inexatas de concentragdes
efetivas; 3) a utilizagdo de solventes pode resultar num grau significativo de formagdo de
biofilmes decorrente da atividade microbiana, com possivel impacto nas condi¢des
ambientais, bem como na capacidade de manter as concentragdes de exposi¢ao; 4) na
auséncia de dados historicos que demonstrem que o solvente nao influencia o resultado do
estudo, a sua utilizacdo exige um tratamento compativel com o bem-estar animal, uma vez
que ¢ necessario um numero superior de animais para a realizacdo do ensaio. Para os
produtos quimicos dificeis de ensaiar, € possivel, em ultimo recurso, utilizar um solvente —
consultar o documento de orientagdes da OCDE sobre ensaios de toxicidade aquatica de
substancias e misturas dificeis (21) para estabelecer o melhor método. A escolha do
solvente sera determinada pelas propriedades quimicas do produto quimico em estudo e
pela existéncia de dados de controlos historicos sobre o solvente. Na auséncia destes, ¢
necessario determinar a pertinéncia do solvente antes da realizagdo do estudo definitivo.
Caso seja inevitavel a utilizagdo de um solvente e ocorra atividade microbiana (formacao
de biofilmes), recomenda-se o registo/a inclusdo no relatorio da presenca de biofilme em
cada cuba (pelo menos uma vez por semana) durante todo o ensaio. Idealmente, a
concentracao de solvente deve ser mantida constante no controlo com solvente € em todos
os grupos de tratamento. Caso tal ndo suceda, deve-se utilizar no controlo com solvente a
concentracdo mais elevada no tratamento de ensaio. Se o solvente for utilizado como
veiculo, as suas concentracdes maximas ndo devem exceder 100 pl/l ou 100 mg/l (21),
recomendando-se que se mantenha a concentragdo mais baixa possivel (por exemplo,
<20 pl/1), para evitar que o solvente influencie os parametros medidos (22).

Animais de ensaio

Espécie de ensaio
22. A espécie utilizada no ensaio € X. laevis, porque se trata de uma espécie: 1) criada por
rotina em laboratorios de todo o mundo, 2) facilmente obtida no comércio; 3) cujo sexo
genético pode ser determinado.

Cuidados e reproducdo de adultos
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23.0s métodos de cuidados e de reproducdo adaptados a X. laevis sdo descritos num
documento de orientagdo normalizada (23). As condi¢des de alojamento e os cuidados a ter
com X. laevis também sao descritos por Read (24). Para induzir a reprodugao, trés a cinco
pares de adultos machos e fémeas recebem uma inje¢do intraperitoneal de gonadotropina
coridnica humana (hCG). A dose injetada nas fémeas e nos machos ¢ de,
aproximadamente, 800-1000 UI e 500-800 UI, respetivamente, de hCG dissolvida numa
solucdo salina a 0,6-0,9 % (ou uma solucdo de Ringer isotonica salina aplicavel aos
anfibios;  www.hermes.mbl.edu/biologicalbulletin/compendium/comp-RGR.html).  Os
volumes injetados devem ser equivalentes a cerca de 10 ul/g de peso corporal (~1000 pl).

Em seguida, mantém-se os casais reprodutores induzidos em grandes viveiros, ao abrigo de
perturbacdes e em condigdes estaticas, de modo a estimular o amplexo. Cada viveiro de
reprodugdo deve estar equipado com um fundo falso composto por uma rede em ago
inoxidavel (por exemplo, aberturas de 1,25 cm), para que os ovos possam cair para o
fundo. As ras injetadas com hCG no final da tarde pdem normalmente a maior parte dos
seus ovos até ao meio da manhd seguinte. Apos a libertagdo e a fecundacdo de uma
quantidade suficiente de ovos, os adultos devem ser retirados dos viveiros de reproducao.
Os ovos sdo, em seguida, recolhidos e os revestimentos gelatinosos sdo removidos por
tratamento com L-cisteina (23). Prepara-se uma solugdo de L-cisteina a 2 % e o pH ¢
ajustado para 8,1 com NaOH 1 M. Esta solucdo a 21 °C ¢ adicionada a um erlenmeyer de
500 ml que contenha os ovos de uma Unica desova, agitada cuidadosamente durante um a
dois minutos e depois bem enxaguada, 6 a 8 vezes, com agua de cultura a 21 °C. Os ovos
sdo depois transferidos para um cristalizador e a sua viabilidade ¢ determinada, devendo
ser > 70 %, com anomalias minimas nos embrides que apresentem divisao celular.

CONCECAO DO ENSAIO

Concentracoes de ensaio

24. Recomenda-se a utilizacdo de, no minimo, quatro concentracdoes do produto quimico em
estudo e de controlos adequados (incluindo controlos com solvente, se necessario). Regra
geral, recomenda-se a separagdo das concentragdes por um fator de espacamento ndo
superior a 3,2.

25. Para efeitos do presente ensaio, devem utilizar-se, na medida do possivel, os resultados dos
estudos existentes sobre os anfibios para determinar a concentragdo mais elevada de
ensaio, a fim de evitar concentracdes manifestamente toxicas. Podem contribuir para a
definicdo desta concentragdo informagdes provenientes, por exemplo, de relagdes
estrutura-atividade quantitativas, de referéncias cruzadas e de dados de estudos sobre
anfibios, como o ensaio da metamorfose dos anfibios, o método de ensaio C.38 (25) e o
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Frog Embryo Teratogenesis Assay - Xenopus (23) e/ou ensaios em peixes, como o0s
métodos de ensaio C.48, C.41 e C.49 (26) (27) (28). Antes da execucao do LAGDA, pode
realizar-se uma experiéncia de determinacdo do intervalo das concentragdes.
Recomenda-se comecar esta experiéncia nas 24 horas que se seguem a fecundacdo e
manter a exposi¢cdo durante 7-14 dias (ou mais, se necessario), fixando as concentragdes de
ensaio de modo a que sejam espagadas por um fator de 10. Os resultados da experiéncia de
determinagdo do intervalo das concentragdes devem servir para estabelecer a concentragdo
de ensaio maxima no LAGDA. Note-se que, se for necessario utilizar um solvente, a
respetiva pertinéncia (ou seja, a questdo de saber se pode influenciar o resultado do estudo)
pode ser avaliada no ambito do estudo de determinagao do intervalo de concentragdes.

Replicados no 4mbito dos grupos de tratamento e dos controlos

26. Deve usar-se um minimo de quatro viveiros replicados por concentragdo de ensaio ¢ um
minimo de oito replicados para os controlos (e para o controlo com solvente, se
necessario), pelo que o nimero de replicados no controlo € o eventual controlo com
solvente deve ser duas vezes superior ao numero de replicados de cada grupo de
tratamento, a fim de garantir uma representatividade estatistica adequada). Cada replicado
deve conter, no maximo, 20 animais. O numero minimo de animais tratados seria de 15
(5 para a subamostra na fase NF62 e 10 juvenis). No entanto, sdo adicionados animais
suplementares a cada replicado, a fim de manter o nimero critico de 15 em caso de
mortalidade.

PROCEDIMENTO

Sintese do ensaio

J4

27.0 ensaio ¢ iniciado com embrides recém-eclodidos (fase NF8-10) e continua até ao
desenvolvimento dos juvenis. Os animais sdo examinados diariamente para detetar
mortalidade e quaisquer sinais de comportamento anormal. Na fase NF62, ¢ recolhida uma
subamostra de larvas (até 5 animais por replicado) e sdo examinados varios parametros
(quadro 1). Depois de todos os animais terem atingido a fase NF66, ou seja, a conclusdo da
metamorfose (ou apos 70 dias a contar do inicio do ensaio, consoante o que ocorrer
primeiro), € efetuada uma selecdo aleatéria — mas sem subamostragem —, a fim de reduzir o
numero de animais a 10 por tanque (ver ponto 43); os restantes animais continuam a ser
expostos até 10 semanas apds o tempo médio necessario para atingir a fase NF62 no
controlo. No final do ensaio (amostragem juvenil) sdo efetuadas medi¢des complementares
(quadro 1).

Condicoes de exposiciao
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28. O apéndice 3 contém um resumo completo dos parametros de ensaio. Durante o periodo de
exposi¢do, deve medir-se diariamente o oxigénio dissolvido, a temperatura e o pH das
solugdes de ensaio. A condutividade, a alcalinidade e a dureza sdao medidas uma vez por
més. No que diz respeito a temperatura da dgua das solugdes de ensaio, os diferenciais
entre replicados e entre tratamentos (no espaco de um dia) ndo devem exceder 1,0 °C.
Além disso, no que se refere ao pH das solugdes de ensaio, os diferenciais entre replicados
e entre tratamentos ndo devem exceder 0,5.

29. As cubas de exposi¢do podem ser sifonadas diariamente para remover os alimentos nao
consumidos e os produtos residuais, tendo o cuidado de evitar a contaminagao cruzada das
cubas. Convém procurar minimizar a tensao ¢ o trauma dos animais, sobretudo durante as
deslocagdes, a limpeza dos aquarios € o manuseamento. Ha que evitar situagdes e acgodes
que possam gerar tensdo, como ruidos fortes e/ou continuados, batimentos nos aquarios ou
vibra¢des nas cubas.

Duracao da exposicao ao produto quimico em estudo

30. A exposig¢do ¢ iniciada com embrides recém-eclodidos (fase FN8-10) e prolonga-se até dez
semanas apos o tempo médio necessario para atingir a fase NF62 (< 45 dias a contar do
inicio do ensaio) no grupo de controlo. Regra geral, a duragdo do LAGDA ¢ de 16 semanas
(méximo de 17 semanas).

Inicio do ensaio

31. Os animais progenitores utilizados para o inicio do ensaio devem ter previamente
demonstrado que produzem descendéncia que pode ser geneticamente sexuada
(apéndice 5). Apos a desova dos adultos, os embrides sdo recolhidos, tratados com cisteina
para remover o revestimento gelatinoso e selecionados em fun¢do da sua viabilidade (23).
O tratamento com cisteina permite que os embrides sejam manuseados durante a selegdo
sem que adiram as superficies. Esta ¢ efetuada com o auxilio de um microscopio de
dissecagdo, utilizando um conta-gotas de tamanho adequado para eliminar os embrides nao
viaveis. E preferivel utilizar para o ensaio uma unica desova que assegure uma viabilidade
superior a 70 %. Os embrides na fase NF8-10 sdo distribuidos aleatoriamente por cubas de
tratamento com um volume adequado de dgua de dilui¢do, até que cada cuba contenha
20 embrides. Importa manusear os embrides com cuidado durante esta transferéncia, a fim
de minimizar a tensdo associada a manipulagdo e de evitar causar-lhes alguma lesdo.
Noventa e seis horas ap6s a fecundacgado, os girinos devem ter subido ao longo da coluna de
dgua e comegado a agarrar-se as paredes da cuba.

Regime alimentar
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32. O regime ¢ a frequéncia de alimentacao evoluem em funcao das fases de desenvolvimento
de X. laevis e representam um aspeto muito importante do protocolo LAGDA. O excesso
de alimentagdo durante a fase larvar conduz geralmente ao aumento da incidéncia e da
gravidade da escoliose (apéndice 8), devendo ser evitado. Em contrapartida, a alimentagdo
insuficiente durante a fase larvar resulta em taxas de desenvolvimento altamente variaveis
entre os controlos, o que pode comprometer a representatividade estatistica ou provocar
confusdo nos resultados dos ensaios. O apéndice 4 apresenta o regime alimentar
recomendado para as larvas e os juvenis de X. laevis em condi¢des de ensaio com fluxo
continuo, embora sejam admissiveis alternativas, desde que os organismos de ensaio
cresgam e se desenvolvam de forma satisfatoria. E importante notar que, caso estejam a ser
medidos os parametros especificos do sistema enddcrino, os alimentos devem ser isentos
de substancias ativas neste sistema, como a farinha de soja.

Alimentacdo das larvas

33. O regime alimentar recomendado para as larvas consiste em alimento inicial para trutas,
discos de Spirulina e flocos para peixe-dourado (por exemplo, flocos TetraFin®, Tetra,
Alemanha), misturados na dgua de cultura ou de dilui¢do. Esta mistura ¢ administrada trés
vezes por dia, nos dias uteis, e uma vez por dia, aos fins de semana. Os girinos sdo
igualmente alimentados com nduplios de 24 horas de artémias vivas (Artemia spp.), duas
vezes por dia, nos dias tUteis, € uma vez por dia, aos fins de semana, a comecar no dia 8
apos a fecundagdo. A alimentacdo das larvas, que deve ser homogénea em cada cuba de
ensaio, deve permitir o crescimento e o desenvolvimento adequados dos animais, a fim de
assegurar a reprodutibilidade e a transferibilidade dos resultados do ensaio: 1) o tempo
mediano até a fase NF62 nos controlos deve ser < 45 dias; 2) recomenda-se um peso médio
de 1,0 +£ 0,2 g na fase NF62 nos controlos.

Alimentagdo dos juvenis

34. Uma vez concluida a metamorfose, o regime de alimentagdo ¢ constituido por alimentos de
primeira escolha para anfibios, por exemplo Sinking Frog Food -3/32 (Xenopus Express,
FL, EUA) (apéndice 4). Para as jovens ras (juvenis precoces), os granulados sdo triturados
brevemente num moinho de café ou numa misturadora ou esmagados com almofariz e
pildo, a fim de reduzir a sua dimensdo. Quando os juvenis forem suficientemente grandes
para consumir os granulados inteiros, deixa de ser necessario triturd-los ou esmaga-los. Os
animais devem ser alimentados uma vez por dia. A alimenta¢do dos juvenis deve permitir
o crescimento € o desenvolvimento adequados dos organismos: recomenda-se um peso
médio de 11,5 £+ 3 g nos juvenis de controlo no final do ensaio.

Quimica analitica
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35. Antes do inicio do ensaio, ha que definir a estabilidade do produto quimico em estudo (por
exemplo, a solubilidade, a degradabilidade e a volatilidade) e todos os métodos analiticos
necessarios, por exemplo com base em informacdes ou conhecimentos existentes. Em caso
de administracdo das doses através da agua de diluicdo, recomenda-se a andlise da
concentracdo de ensaio de cada cuba replicada antes do inicio do ensaio, para verificar o
desempenho do sistema. Durante o periodo de exposi¢do, determinam-se as concentracdes
do produto quimico em estudo a intervalos adequados, de preferéncia uma vez por semana
em, pelo menos, um replicado para cada grupo de tratamento, mudando todas as semanas
de replicado num mesmo grupo de tratamento. Recomenda-se que os resultados se baseiem
em concentracdoes medidas. Todavia, se a concentragdo do produto quimico testado em
solucao tiver sido corretamente mantida, durante todo o ensaio, num intervalo de = 20 %
em relacdo a concentragdo nominal, os resultados podem basear-se nos valores nominais
ou nos valores medidos. Além disso, o coeficiente de variagdo (CV) das concentragdes de
ensaio medidas ao longo de todo o periodo de ensaio num tratamento deve ser mantido, no
maximo, a 20 % em cada concentragdo. Se as concentragdes medidas ndo permanecerem
no intervalo de 80-120 % da concentragdo nominal (por exemplo, ao testar produtos
quimicos altamente biodegradaveis ou adsorventes), as concentracdes com efeito devem
ser determinadas e expressas em relacao a média aritmética das concentragdoes dos ensaios
de fluxo continuo.

36. Os débitos da agua de diluicdo e da solucdo-mae devem ser verificados a intervalos
adequados — por exemplo, trés vezes por semana — durante o periodo de exposi¢cdo. No
caso de produtos quimicos que ndo possam ser detetados em algumas ou todas as
concentracdes nominais (por exemplo, devido a degradacdo rapida ou adsor¢do nas cubas
de ensaio, ou a uma acumulagdo significativa no organismo dos animais expostos),
recomenda-se que a taxa de renovacao da solugdo de ensaio em cada cuba seja adaptada de
modo a manter as concentragdes de ensaio tdo constantes quanto possivel.

Observacoes e parametros medidos

37. Os parametros avaliados durante a exposi¢do correspondem aos indicadores de toxicidade,
incluindo mortalidade, comportamento anormal, sinais clinicos de doenga e/ou de
toxicidade geral e determinantes do crescimento (comprimento € peso), bem como aos
parametros patoldgicos que possam corresponder, quer a toxicidade geral, quer aos
mecanismos de acdo dos perturbadores endocrinos que agem em processos fisiologicos
mediados por estrogénios, por androgénios ou pela tiroide. Além disso, a concentragdao
plasmatica de VTG pode ser medida, a titulo facultativo, no final do ensaio. Esta medi¢do

pode ser util para interpretar os resultados do estudo no contexto dos mecanismos
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enddcrinos dos produtos quimicos suspeitos de serem desreguladores endocrinos. Os
parametros e o calendario das medigdes encontram-se resumidos no quadro 1.

Quadro 1: Sintese dos parametros do LAGDA

Amostragem Fim do ensaio

Parimetros* Diariamente intercalar (amostras de
(amostras larvares) juvenis)

Mortalidade e anomalias X
Tempo até a fase NF62 X
Histo(pato)logia (glindula tiroide) X
Morfometria (aumento do peso e do X X
comprimento)
indice hepatossomatico (IHS) X
Réacios sexuais genéticos/fenotipicos X
Histopatologia (génadas, ductos X
reprodutores, rins e figado)
Vitelogenina (VTG) (facultativo) X

* Todos os pardmetros sdo analisados em termos estatisticos.

Mortalidade e observacoes diarias

38.

39.

Todos os viveiros devem ser verificados diariamente para detetar animais mortos, devendo
registar-se a mortalidade em cada viveiro. Os animais mortos devem ser retirados do
viveiro logo que sejam detetados. Deve registar-se do seguinte modo a fase de
desenvolvimento dos animais mortos: anterior a fase NF58 (antes da apari¢do dos
membros anteriores), entre as fases NF58 e NF62, entre as fases NF63 e NF66 (entre a fase
NF62 e a absor¢do total da cauda) e posterior a fase NF66 (pos-larvar). Taxas de
mortalidade superiores a 20 % podem indicar condi¢des de ensaio inadequadas ou efeitos
manifestamente toxicos do produto quimico em estudo. Os animais tendem a ser mais
sensiveis a episddios de mortalidade ndo induzida por produtos quimicos durante os
primeiros dias de desenvolvimento apds a desova e durante o climax metamorfico. Esta
mortalidade pode ser visivel a partir dos dados de controlo.

Além disso, deve registar-se qualquer comportamento anormal observado, bem como
malformagdes visiveis (por exemplo, escoliose) ou lesdes. As observacdes de escoliose
devem ser contadas (determinacdo da incidéncia) e classificadas quanto a gravidade (por
exemplo, ndo observada — NO, minima — 1, moderada — 2, grave — 3; apéndice 8). Devem
envidar-se esforcos para limitar a prevaléncia de escoliose moderada e grave (inferior a
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10 % nos controlos) ao longo de todo o estudo, embora uma maior prevaléncia de
anomalias no controlo ndo constitua necessariamente um motivo para interromper o ensaio.
O comportamento normal dos animais em fase larvar caracteriza-se pela suspensdo na
coluna de 4gua com a cauda a um nivel superior a cabeca, pelo batimento ritmico regular
da barbatana caudal, por emersdes periddicas, pelos movimentos dos opérculos e pela
reacdo a estimulos. Constituem comportamentos anormais, por exemplo, a flutuacdo a
superficie, a imobilizagdo no fundo do viveiro, a natagdo invertida ou irregular, a falta de
atividade a superficie e a auséncia de reacdo aos estimulos. Para os animais
pos-metamorficos, além dos comportamentos anormais acima referidos, devem registar-se
diferencas notorias no consumo de alimentos entre os grupos tratados. Entre as lesdes e
malformagdes visiveis podem incluir-se anomalias morfologicas (por exemplo,
deformagdes dos membros), lesdes hemorragicas, edema abdominal e infe¢cdes bacterianas
ou fungicas, entre outras. O surgimento de lesdes na cabeca dos juvenis, logo atrds das
narinas, pode indiciar niveis de humidade insuficientes. Estas determinagdes sdo de ordem
qualitativa e sdo consideradas analogas aos sinais clinicos de doencga/stress, sendo
efetuadas em comparagdo com os animais de controlo. Uma taxa de ocorréncia nos
viveiros superior a dos controlos constitui prova de toxicidade manifesta.

Subameostras de larvas

Descrigdo geral da preparagdo de subamostras de larvas:

40. Os girinos que tenham atingido a fase NF62 devem ser retirados dos viveiros e colhidos

41

para amostragem ou transferidos para um novo viveiro para a parte seguinte da exposi¢ao,
ou separados fisicamente dos restantes girinos no mesmo viveiro com um divisor. Os
girinos sdo verificados diariamente, registando-se os dias do estudo em que cada girino
atinge a fase NF62. A caracteristica determinante no ambito desta avaliacdo ¢ a forma da
cabe¢a. No momento em que o tamanho da cabega diminui ao ponto de parecer ter
sensivelmente a mesma largura que o tronco do girino € em que os membros anteriores
atingem o nivel do meio do coragdo, o individuo € registado como tendo atingido a fase
NF62.

. O objetivo ¢é recolher amostras de um numero total de cinco girinos na fase NF62 por cuba

replicada. Este procedimento deve ser realizado de forma totalmente aleatoria, mas
decidida a priori. A figura 1 apresenta um exemplo hipotético de uma cuba replicada.
Caso existam 20 girinos sobreviventes num viveiro especifico quando o primeiro individuo
atinge a fase NF62, devem ser escolhidos ao acaso cinco niimeros de 1 a 20. O girino n.° 1
¢ o primeiro individuo a atingir a fase NF62 e o girino n.° 20 ¢ o ultimo individuo do
viveiro a atingir a fase NF62. Do mesmo modo, se houver 18 larvas sobreviventes num
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viveiro, devem ser escolhidos cinco nimeros ao acaso de 1 a 18. Segue-se o mesmo
procedimento para cada cuba replicada assim que o primeiro individuo do ensaio atinge a
fase NF62. Caso sejam detetados animais mortos durante a fase NF62 da amostragem, as
restantes amostras tém de ser novamente selecionadas aleatoriamente, com base no naimero
de larvas remanescentes abaixo da fase NF62 e no nimero de amostras adicionais
necessarias para atingir um total de cinco amostras a partir desse replicado. No dia em que
um girino atinge a fase NF62, consulta-se o diagrama de amostragem elaborado para
determinar se o individuo em causa deve ser colhido para amostragem ou separado
fisicamente dos restantes girinos para continuar a ser exposto. No exemplo apresentado
(figura 1), o primeiro individuo a atingir a fase NF62 (caixa n.° 1) ¢ separado fisicamente
das outras larvas, continua a ser exposto e regista-se o dia do estudo em que tenha atingido
a fase NF62. Subsequentemente, os individuos n.° 2 e n.° 3 sdo tratados da mesma forma
que o n.° 1; em seguida, o individuo n.°4 ¢é colhido para amostra, para observacdo do
crescimento e histologia da tiroide (neste exemplo). Este procedimento continua até que o
20.° individuo se junte aos restantes individuos que passaram a fase NF62 ou seja incluido
na amostra. O procedimento aleatorio utilizado deve permitir que cada individuo tenha a
mesma probabilidade de ser selecionado. Para isso, ¢ valido qualquer método de escolha
aleatdria, embora seja necessario garantir que todos os girinos sdo contabilizados a um
dado momento durante o periodo de subamostragem, antes de alcangarem a fase NF62.

Figura 1: Exemplo hipotético do regime de amostragem na fase NF62 para uma unica cuba replicada.

Tempo

\

Tanque de replicagao unico - sem mortalidade

1

234|567 |8]|9|10|11|12|13|14(15(16(17|18| 19|20

Larvas individuais Subamostra

42. No caso da subamostragem das larvas, os parametros obtidos sdo os seguintes: 1) tempo

decorrido até a fase NF62 (niumero de dias entre a fecundagdo e a fase NF62); 2) anomalias
externas; 3) morfometria (por exemplo, peso e comprimento); 4) histologia da tiroide.

Eutandsia dos girinos

43. A subamostra de girinos na fase NF62 (cinco individuos por replicado) deve ser

eutanasiada por imersdo, durante 30 minutos, em quantidades adequadas (por exemplo,
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500 ml) de solugcdo anestésica (por exemplo, solugdo a 0,3 % de MS-222,
metanossulfonato de tricaina, n.° CAS 886-86-2). A solucdo de MS-222 deve ser
tamponada com bicarbonato de sodio até atingir um pH de cerca de 7,0, uma vez que uma
solucdo MS-222 ndo tamponada ¢ 4cida e irritante para a pele da ra, resultando numa
absor¢ao deficiente e em tensdo adicional desnecessaria para os animais.

44. Os girinos sao retirados da cuba experimental utilizando um enxalavar e transportados para
a solugdo de eutanasia, onde sdo colocados. O animal é devidamente eutanasiado, estando
preparado para a autdpsia quando deixa de responder a estimulos externos como o beliscar
do membro posterior com um par de forceps.

Morfometria (peso e comprimento)

45. As medigdes do peso hiimido (arredondada para o mg mais préximo) e do comprimento do
focinho a cloaca (CFC) (arredondada para o 0,1 mm mais préximo) de cada girino devem
ser efetuadas imediatamente depois de deixar de responder aos estimulos sob o efeito da
anestesia (figura 2a). Pode utilizar-se software de andlise de imagem para medir o CFC a
partir de uma fotografia. Os girinos devem ser secados por tamponagem antes de serem
pesados, de modo a remover o excesso de agua aderente. Apds as medigdes da dimensdo
corporal (peso e CFC), devem registar-se ou anotar-se quaisquer anomalias morfologicas
visiveis e/ou sinais clinicos de toxicidade, tais como escoliose (ver apéndice 8), petéquias e
hemorragia, sendo recomendavel a utilizagdo de documentacao digital. De notar que as
petéquias sdo pequenas hemorragias de cor vermelha ou puarpura nos capilares
subcutaneos.

Colheita e fixagao de tecidos

46. As glandulas tiroides da subamostra de larvas sdo submetidas a uma avaliagdo histoldgica.
A parte inferior do tronco posterior aos membros anteriores ¢ removida e rejeitada. A
carcaca cortada ¢ fixada em fixador de Davidson. O volume de fixador no recipiente deve
ser, no minimo, 10 vezes o volume aproximado dos tecidos. O fixador deve ser agitado ou
circulado de forma adequada, para fixar corretamente os tecidos a analisar. Todos os
tecidos permanecem no fixador de Davidson durante, pelo menos, 48 horas, mas ndo mais
de 96 horas, altura em que sdo enxaguados com agua desionizada e armazenados em
formol neutro tamponado a 10 % (1) (29).

Histologia da tiroide
47. Cada subamostra de larvas (tecidos fixados) ¢ submetida a uma avaliacdo histologica da
glandula tiroide, nomeadamente diagnostico e classificagdo da gravidade (29) (30).

Figura 2: Referéncias para a medigdo do comprimento do focinho a cloaca para o LAGDA nas ras em fase
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NF62 (a) e juvenis (b). Caracteristicas que definem a fase NF62 (a): a cabeca tem a mesma largura que o
tronco, o comprimento do nervo olfativo ¢ inferior ao didmetro do bulbo olfativo (vista dorsal) e os

membros anteriores estdo ao nivel do coragdo (vista ventral). Imagens adaptadas de Nieuwkoop e Faber
(1994).

a. Subamostragem de larvas (NF etapa 62)

w.} b. Amostragem de juvenis
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Fim da exposic¢io larvar

48. Tendo em conta o nimero inicial de girinos, ¢ provavel que uma pequena percentagem de
individuos ndo se desenvolva normalmente e ndo complete a metamorfose (fase NF66)
num periodo razoavel. A parte larvar da exposi¢do ndo deve exceder 70 dias. Os girinos
restantes no final deste periodo devem ser eutanasiados (ver ponto 43), o seu peso humido
e CFC medidos, a sua fase de desenvolvimento determinada segundo Nieuwkoop e Faber
(1994) e quaisquer anomalias de desenvolvimento anotadas.

Selecao apos a fase NF66

49. Devem permanecer dez individuos por viveiro a partir da fase NF66 (reabsor¢cao completa
da cauda), até ao final da exposicao. Por conseguinte, hd que efetuar uma selecdo apds
todos os animais terem atingido a fase NF66 ou apos 70 dias (consoante o que ocorrer
primeiro). Os animais que tenham atingido a fase NF66 mas que ndo serdo expostos até ao
final da exposi¢do devem ser selecionados aleatoriamente.
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50.Os animais nao selecionados para serem conservados at¢ ao fim da exposicdo sdo
eutanasiados (ver ponto 43). Determina-se a fase de desenvolvimento, o peso himido e o
CFC (figura 2b) e ¢ efetuada uma autdpsia macroscopica de cada animal. Regista-se o sexo
fenotipico (com base na morfologia das gonadas) — feminino, masculino ou indeterminado.

Amostras de juvenis

Descrigdo geral da preparagdo de amostras de juvenis

51. Os restantes animais continuam a ser expostos até 10 semanas apds o tempo médio que
decorre até a fase NF62 no controlo com agua de dilui¢cdo (e/ou no controlo com solvente,
se for caso disso). No final do periodo de exposicao, os restantes animais (no maximo, 10
rds por replicado) sdo eutanasiados e os varios parametros medidos, ou avaliados, e
registados: 1) morfometria (peso e comprimento); 2) racios  sexuais
fenotipicos/genotipicos; 3) peso hepatico (indice hepatossomatico); 4) histopatologia
(gonadas, ductos reprodutores, figado e rins); a titulo facultativo, 5) VTG plasmatica.

Eutandsia das rds

52. As amostras de juvenis (ras pdés-metamorficas) sdo eutanasiadas por inje¢ao intraperitoneal
de um anestésico, como, por exemplo, MS-222 a 10 % numa solu¢do-tampao de fosfatos
adequada. As ras podem ser incluidas na amostra depois de deixarem de responder a
estimulos (em geral cerca de 2 minutos apos a inje¢do, se for utilizado MS-222 a 10 %
numa dosagem de 0,01 ml por g de rd). Embora as rds juvenis possam ser imersas num
anestésico mais concentrado (MS-222), a experiéncia demonstrou que uma anestesia
segundo este método ¢ mais demorada e que esta duragcdo podera ndo ser adequada para a
amostragem. A injecdo permite uma eutandsia rapida e eficiente antes da amostragem. A
amostragem ndo deve ser iniciada antes de se confirmar a auséncia de resposta das ras a
estimulos, para garantir que os animais estdo mortos. Se as rds apresentarem sinais de
sofrimento consideravel (muito graves, com morte previsivel) e se considerar estarem
moribundas, devem ser anestesiadas e eutanasiadas, sendo incluidas no parametro
«mortalidade» para efeitos de andlise de dados. Quando uma ra ¢ eutanasiada devido a
morbilidade, este facto deve ser registado e notificado. Consoante 0 momento do estudo
em que a ra ¢ eutanasiada, pode ser conservada e fixada para andlise histopatoldgica.

Morfometria (peso e comprimento)
53. As medi¢des do peso humido e do CFC (figura 2b) sdo idénticas as descritas para as
subamostras de larvas.

VTG plasmatica (op¢ao)
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54. A VTG ¢ um biomarcador amplamente aceite, resultante da exposi¢ao a produtos quimicos
estrogénicos. No que respeita ao LAGDA, a VTG plasmatica pode, a titulo facultativo, ser
medida em amostras de juvenis, o que pode ser particularmente util se se suspeitar que o
produto quimico em estudo ¢ um estrogénio.

55. Os membros posteriores dos juvenis eutanasiados sdo cortados e o sangue recolhido com
um tubo capilar heparinizado (embora possam revelar-se adequados métodos alternativos
de colheita de sangue, como a puncdo cardiaca). O sangue ¢ expelido para um tubo de
microcentrifuga (por exemplo, de 1,5 ml) e centrifugado para obter plasma. As amostras de
plasma devem ser armazenadas a uma temperatura igual ou inferior a -70 °C até a
determinagdo da VTG. A concentracdo de VTG plasmatica pode ser determinada por um
ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (método ELISA — apéndice 6) ou por um método
alternativo, como a espectrometria de massa (31). E preferivel utilizar anticorpos

especificos da espécie, devido a sua maior sensibilidade.

Determinagdo do sexo genético

56. O sexo genético de cada rd juvenil ¢ avaliado com base nos marcadores desenvolvidos por
Yoshimoto ef al. (11). Para determinar o sexo genético, uma parte (ou a totalidade) de um
membro posterior — ou de qualquer outro tecido — removido durante a dissecagdo ¢
recolhida e armazenada num tubo de microcentrifuga; podem obter-se amostras de tecido
de ras a partir de qualquer tecido. Os tecidos podem ser armazenados a uma temperatura
igual ou inferior a -20 °C até ao isolamento do &cido desoxirribonucleico (ADN). O
isolamento do ADN a partir dos tecidos pode ser efetuado com kits disponiveis no mercado
e a analise da presenga ou auséncia do marcador ¢ efetuada por um método de reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) (apéndice 5). Regra geral, a concordancia entre o sexo
histologico e o gendtipo dos animais de controlo no momento da amostragem dos juvenis
nos grupos de controlo € superior a 95 %.

Colheita e fixagdo de tecidos para histopatologia
57. As gonadas, os ductos reprodutores, os rins e os figados sao colhidos para analise
histologica durante a amostragem final. A cavidade abdominal ¢ aberta e o figado ¢
dissecado e pesado. Em seguida, os oOrgdos digestivos (estobmago, intestinos, etc.) sdo
cuidadosamente retirados do abdomen inferior para revelar as gonadas, os rins e os ductos
reprodutores. Devem anotar-se quaisquer anomalias morfologicas visiveis nas goénadas.
Por ultimo, os membros posteriores devem ser removidos se ndo tiverem sido previamente
retirados para colheita de sangue. Os figados colhidos e a carcaga com as gonadas deixadas
in situ devem ser imediatamente colocados em fixador de Davidson. O volume de fixador
no recipiente deve ser, no minimo, 10 vezes o volume aproximado dos tecidos. Todos os
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tecidos permanecem no fixador de Davidson durante, pelo menos, 48 horas, mas ndo mais
de 96 horas, altura em que sdo enxaguados com agua desionizada e armazenados em
formol neutro tamponado a 10 % (1) (29).

Histopatologia

58.

Cada amostra de juvenis ¢ submetida a uma andlise histoldgica para detetar uma eventual
patologia nas goénadas, nos ductos reprodutores, nos rins e nos tecidos hepaticos, para
diagnostico e classificagdo de gravidade (32). O fenotipo gonadal (ovarios, testiculos,
intersexual) decorre também desta avaliacdo. Juntamente com as medigdes do sexo
genético de cada individuo, estas observagdes podem ser utilizadas para calcular os racios
sexuais fenotipicos/genotipicos.

COMUNICACAO DE DADOS

Analise estatistica

59.

60.

61.

O LAGDA gera trés tipos de dados a analisar estatisticamente: 1) dados quantitativos
continuos (peso, CFC, IHS, VTG); 2) dados relativos ao tempo até ao evento, no que se
refere as taxas de desenvolvimento (numero de dias desde o inicio do ensaio até a fase
NF62); 3) dados ordinais sob a forma de indices de gravidade ou fases de desenvolvimento
a partir de avaliagdes histopatologicas.

Recomenda-se que a concegdo do ensaio e a selecdo dos testes estatisticos assegurem a
representatividade necessaria para detetar alteragdes de importancia bioldgica nos
parimetros, sempre que se deva comunicar uma NOEC ou CEx. E preferivel efetuar estas
analises estatisticas (em geral, com base na média dos replicados) segundo os
procedimentos descritos no documento da OCDE sobre os métodos atuais de analise
estatistica dos dados de ecotoxicidade (Current Approaches in the Statistical Analysis of
Ecotoxicity Data: A Guidance to Application) (33). O apéndice 7 apresenta a arvore de
decisdo recomendada para a andlise estatistica e fornece orientagdes para o tratamento dos
dados e para a escolha do teste, ou modelo estatistico, mais adequado a utilizar no
LAGDA.

Os dados das amostras de juvenis (crescimento, IHS, etc.) devem ser analisados
separadamente para cada sexo genotipico, uma vez que este ¢ determinado para todas as
ras.

Consideracoes relativas a analise dos dados

Utilizagdo de replicados e de tratamentos comprometidos
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Os replicados e os tratamentos podem ser comprometidos devido a uma mortalidade
excessiva resultante de toxicidade manifesta, doenca ou erro técnico. Se um tratamento for
comprometido devido a doenga ou erro técnico, devem estar disponiveis para analise trés
tratamentos ndo comprometidos e trés replicados ndo comprometidos. Se ocorrer
toxicidade manifesta no(s) tratamento(s) com doses elevadas, ¢ preferivel que estejam
disponiveis para andlise, pelo menos, trés niveis de tratamento com trés replicados ndo
comprometidos — de acordo com a abordagem da concentragdo maxima tolerada nas
orientagdes de ensaio da OCDE (34). Além da mortalidade, os sinais de toxicidade
manifesta podem incluir efeitos comportamentais (por exemplo, flutuagao a superficie,
imobilizacdo no fundo do viveiro, natacdo invertida ou irregular, falta de atividade a
superficie), lesdes morfoldgicas (por exemplo, lesdes hemorragicas, edema abdominal) ou
inibicdo de reagdes normais ao regime alimentar quando em comparagdo com 0s animais
de controlo, de um ponto de vista qualitativo.

Controlo com solvente

63.

No final do ensaio, deve efetuar-se uma avaliagdo dos efeitos potenciais do solvente (se
tiver sido utilizado). Para isso, efetua-se uma comparagdo estatistica dos resultados do
grupo de controlo com solvente com os do grupo de controlo com agua de diluigdo. Os
parametros mais relevantes a considerar nesta analise sdo os fatores que determinam o
crescimento (peso e comprimento), j& que podem ser afetados em caso de toxicidade
generalizada. Se forem detetadas diferencas estatisticamente significativas nestes
parametros entre o grupo de controlo com 4gua de dilui¢do e o grupo de controlo com
solvente, deve recorrer-se ao parecer de um perito para determinar se a validade do ensaio
foi comprometida. Se os dois controlos diferirem, os grupos expostos ao produto quimico
devem ser comparados com o controlo com solvente, a menos que se saiba que ¢ preferivel
compara-los com o controlo com agua de diluicdo. Caso ndo haja diferencas
estatisticamente significativas entre os dois grupos de controlo, recomenda-se que os
grupos expostos ao produto quimico em estudo sejam comparados com os dois grupos de
controlo em conjunto (controlo com solvente e controlo com agua de dilui¢do), exceto se
se souber que ¢ preferivel compara-los, quer com o grupo de controlo com 4dgua de
dilui¢do, quer com o grupo de controlo com solvente.

Relatorio de ensaio

64.

O relatorio de ensaio deve incluir os seguintes elementos:

Produto quimico em estudo:

Natureza fisica e propriedades fisico-quimicas pertinentes;
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Substancia monocomponente:
aspeto fisico, solubilidade na dgua e outras propriedades fisico-quimicas pertinentes;

identificacdo quimica, como o nome [UPAC ou CAS, o nimero CAS, o codigo
SMILES ou InChl, a formula estrutural, a pureza, a identidade quimica das
impurezas, se necessario e exequivel, etc. (incluindo o teor de carbono organico, se
for caso disso).

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.

Espécie utilizada no ensaio:

Nome cientifico, estirpe, se disponivel, origem e método de colheita dos ovos fecundados
€ posterior manuseamento;

Incidéncia de escoliose em controlos historicos no que diz respeito a cultura-mae utilizada.

Condicoes de ensaio:

Fotoperiodo(s);

Concecao do ensaio (por exemplo, dimensdes da camara, volume de dgua e material,
nimero de camaras de ensaio e replicados, nimero de organismos de ensaio por
replicado);

Me¢étodo de preparacdo das solugdes-mae e frequéncia da renovagdo (se for utilizado um
agente solubilizante, deve indicar-se a sua concentracao);

Método de dosagem do produto quimico em estudo (por exemplo, bombas, sistemas de
diluicao);

Eficiéncia de recuperacdo do método e valores nominais das concentracdes de ensaio,
limite de quantificacdo, médias dos valores medidos nas cubas de ensaio e respetivos
desvios-padrao; método de obtencdo desses desvios e médias, bem como elementos
comprovativos de que as medi¢des correspondem as concentracdes do produto quimico
em estudo perfeitamente dissolvido;

Caracteristicas da dgua de diluicdo: pH, dureza, temperatura, concentracdo de oxigénio
dissolvido, niveis de cloro residual (caso tenham sido medidos), iodo total, carbono
organico total (idem), s6lidos em suspensdo (idem), salinidade do meio de ensaio (idem) e
quaisquer outras medicoes efetuadas;
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Valores nominais das concentragdes de ensaio, médias dos valores medidos e respetivos
desvios-padrao;

Qualidade da 4agua nos recipientes de ensaio, pH, temperatura (diariamente) e
concentracgdo de oxigénio dissolvido;

Informagdes pormenorizadas sobre a alimentacao (por exemplo, tipo de alimentos, origem,
quantidade distribuida e frequéncia).

Resultados:

Provas de que os controlos cumpriram os critérios de validade;

Dados relativos ao grupo de controlo (mais o controlo com solvente, se este tiver sido
utilizado) e aos grupos tratados: mortalidade e anomalias observadas, tempo decorrido até
a fase NF62, avaliagdo da histologia da tiroide (apenas amostra de larvas), crescimento
(peso e comprimento), IHS (apenas amostra de juvenis), racios sexuais
genéticos/fenotipicos (apenas amostra de juvenis), resultados da avaliacdo histopatoldgica
das gonadas, ductos reprodutores, rins e figado (apenas amostra de juvenis) e VTG
plasmatica (apenas amostra de juvenis, se efetuada);

Abordagem para a andlise estatistica e tratamento de dados (teste ou modelo estatistico
utilizado);

Concentragdo sem efeitos observaveis (NOEC) para cada resposta avaliada;

Concentragdo minima com efeito observavel (LOEC) para cada resposta avaliada (a
0=0,05); CEx para cada resposta avaliada, se aplicavel, e intervalos de confianga (95 %,
por exemplo); grafico do modelo ajustado utilizado para a calcular a CEx, declive da curva
concentragdo-resposta, formula do modelo de regressdo e estimativa dos pardmetros do
modelo e dos respetivos erros-padrao.

Qualquer desvio em relagao ao presente método de ensaio € aos critérios de aceitagdo, bem
como consideragdes relativas ao eventual seguimento a dar aos resultados do ensaio.

65. No que diz respeito aos resultados das medicdes dos parametros, devem apresentar-se os

valores médios e os respetivos desvios-padrdo (por replicado e por concentragdo, se
possivel).

66. Deve calcular-se o tempo médio decorrido até a fase NF62 nos controlos, apresentado

como a média das medianas nos replicados e o seu desvio-padrdo. Do mesmo modo, para
os tratamentos, deve calcular-se uma mediana, apresentada como a média das medianas
nos replicados e o seu desvio-padrao.
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Apéndice 1

DEFINICOES
Parametro apical: Provoca efeitos ao nivel da populagao.

Produto quimico: Substancia ou mistura.

ELISA: Ensaio de imunoabsor¢ao enzimatica.

CEx: (Concentracdo efetiva com x % de efeito): concentracdo que causa efeitos em x % dos
organismos sujeitos a ensaio num determinado periodo de exposi¢do, comparativamente a
um grupo de controlo. Por exemplo, a CE50 ¢ a concentragdo estimada que produz efeitos
num parametro do ensaio em 50 % de uma populagdo exposta durante um determinado
periodo de exposigao.

dpf: Dias pos-fecundagao.

Ensaio de fluxo continuo: Um ensaio com fluxo continuo de solugdes de ensaio através do
sistema de ensaio durante o periodo de exposi¢ao.

Eixo HHG: Eixo hipotalamo-hipofise-gonadal.
IUPAC: Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada.

Concentracio minima com efeito observavel (LOEC): A menor concentracdo de ensaio
de um produto quimico em estudo para a qual se observa um efeito significativo (a
p <0,05), comparativamente com o controlo. No entanto, todas as concentra¢des de ensaio
superiores a LOEC devem ter um efeito prejudicial igual ou superior aos observados com a
LOEC. Quando estas duas condi¢des ndo puderem ser satisfeitas, devera ser fornecida uma
explicagdo pormenorizada sobre a forma como se determinou a LOEC (e,
consequentemente, a NOEC). O apéndice 7 fornece orientacdes nesta matéria.

Concentracio letal média (CL50): Concentragdo de um produto quimico em estudo que se
estima ser letal para 50 % dos organismos sujeitos ao ensaio durante o ensaio.

Concentraciao sem efeito observavel (NOEC): Concentracdo de ensaio imediatamente
abaixo da LOEC que, comparativamente ao grupo de controlo, ndo tem qualquer efeito
estatisticamente significativo (p < 0,05), durante um determinado periodo de exposi¢ao.

SMILES: Simplified Molecular Input Line Entry Specification.

Produto quimico em estudo: Qualquer substancia ou mistura a qual seja aplicado o
presente método de ensaio.
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UVCB: Substancias de composicdo desconhecida ou varidvel, produtos de reagdo
complexos ou materiais biologicos.

VTG: Vitelogenina. E uma fosfolipoglicoproteina precursora das proteinas do vitelo, que
ocorre normalmente nas fémeas sexualmente ativas de todas as espécies oviparas.
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Apéndice 2

ALGUMAS CARACTERISTICAS QUIMICAS DE UMA AGUA DE DILUICAO
ACEITAVEL

Substancia l(i?I(I)lriltceentra(;ao
Particulas 5 mg/l
Carbono organico total 2 mg/l
Amoniaco ndo ionizado 1 pg/l
Cloro residual 10 pg/l
Pesticidas organofosforados totais 50 ng/l
Soma dos pesticidas organoclorados totais e dos bifenilos

policlorados >0 ng/l
Cloro organico total 25 ng/l
Aluminio 1 pg/l
Arsénico 1 pg/l
Cromio 1 pg/l
Cobalto 1 ng/l
Cobre 1 ng/l
Ferro 1 pg/l
Chumbo 1 ng/l
Niquel 1 ng/l
Zinco 1 pg/l
Cédmio 100 ng/1
Mercurio 100 ng/1
Prata 100 ng/1

609



D060575/02

Apéndice 3

CONDICOES DE ENSAIO PARA O LAGDA

1. Espécie de ensaio
2. Tipo de ensaio

3. Temperatura da dgua

4. Qualidade da iluminagao

5. Fotoperiodo

6. Volume da solugdo de ensaio e
recipiente de ensaio (cuba)

7. Renovacdo da solugdo de
ensaio, em volume

8. Idade dos organismos de
ensaio no inicio

9. Numero de organismos por
replicado

10.Numero de tratamentos

11.Ntamero de replicados por
tratamento

12.Numero de organismos por
concentracdo de ensaio

13. Agua de diluigdo

14. Arejamento

Xenopus laevis
Fluxo continuo

A temperatura nominal € de 21 °C. A temperatura média durante o
ensaio ¢ de 21 + 1 °C (os diferenciais entre replicados e entre
tratamentos ndo devem exceder 1 °C).

Lampadas fluorescentes (largo espetro) 600-2000 lux (lamenes/m?) a
superficie da dgua

12 h de luz/12 h de escuridao

4-10 1 (profundidade minima da agua de 10—15 cm)
Cuba de vidro ou de ago inoxidavel
Constante, a fim de garantir a estabilidade das condi¢des bioldgicas e da

exposicdo quimica (por exemplo, cinco renovagdes do volume do
viveiro por dia)

Fase 8-10 segundo Nieuwkoop e Faber (NF)

20 animais (embrides)/cuba (replicado) no inicio da exposi¢do e 10
animais (juvenis)/cuba (replicado) apos a fase NF66 e até ao fim da
exposicao

No minimo, 4 tratamentos com o produto quimico em estudo e
controlo(s) adequado(s).

4 replicados por tratamento com o produto quimico em estudo e 8
replicados para o(s) controlo(s)

No minimo 80 animais por tratamento com o produto quimico em
estudo e no minimo 160 replicados para o(s) controlo(s)

Qualquer agua que permita o crescimento e desenvolvimento normais
de X. laevis (por exemplo, agua de nascente ou agua da torneira filtrada

com carvao)

Nao € necessaria, mas o arejamento das cubas pode ser necessario se 0s
niveis de oxigénio dissolvido descerem abaixo dos limites
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recomendados e se o fluxo da solugdo de ensaio for maximizado.

15. Oxigénio dissolvido da solugdo > 40 % do valor da saturagdo no ar ou > 3,5 mg/l

de ensaio
16.pH da solugdo de ensaio
17.Dureza ¢ alcalinidade da
solucdo de ensaio
18.Regime alimentar

19. Periodo de exposigdo

20. Parametros bioldgicos

21.Critérios de validade do ensaio

6,5-8,5 (os diferenciais entre replicados e entre tratamentos nao devem
exceder 0,5)

10-250 mg CaCO3/1

(Ver apéndice 4)

Da fase NF8-10 a dez semanas apos o tempo mediado até a fase NF62
no grupo de controlo com agua de dilui¢do e/ou solvente (maximo 17
semanas)

Mortalidade (e anomalias observadas), tempo até a fase NF62 (amostra
de larvas), avaliacdo da histologia da tiroide (amostra de larvas),
crescimento (peso e comprimento), indice hepatossomatico (amostra de
juvenis), racios sexuais genéticos/fenotipicos (amostra de juvenis),
histopatologia das génadas, ductos reprodutores, rins e figado (amostra
de juvenis) e vitelogenina plasmatica (amostra de juvenis, facultativa).

O oxigénio dissolvido deve ser > 40 % do valor da saturagdo no ar; A
temperatura média da agua deve ser de 21 £ 1 °C e os diferenciais entre
replicados e entre tratamentos devem ser < 1,0 °C; O pH da solugdo de
ensaio deve variar entre 6,5 € 8,5; A mortalidade no controlo deve ser
<20 % em cada replicado e o tempo médio até a fase NF62 no controlo
deve ser <45 dias; o peso médio dos organismos de ensaio na fase
NF62 ¢ no fim do ensaio no ambito dos controlos e dos controlos com
solvente (se utilizado) deve atingir, respetivamente, 1,0 £0,2 e 11,5
+ 3 g; os dados disponiveis devem demonstrar que as concentragdes do
produto quimico em estudo em solucdo foram corretamente mantidas
num intervalo de + 20 % em rela¢do a média dos valores medidos.
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Apéndice 4

REGIME ALIMENTAR

Note-se que, embora este regime alimentar seja recomendado, sdo admissiveis alternativas,
desde que os organismos de ensaio crescam e se desenvolvam a um ritmo adequado.

Alimentacio das larvas

Preparacgao dos alimentos a administrar as larvas
A. 1:1 (v/v) alimento inicial para trutas: algas/TetraFin® (ou equivalente);
1. Alimento inicial para trutas: misturar 50 g de alimento inicial para trutas (granulos finos ou
pd) e 300 ml de agua filtrada adequada num misturador a alta velocidade, durante
20 segundos
2. Mistura de algas/TetraFin® (ou equivalente): misturar 12 g de discos de espirulina com
500 ml de 4gua filtrada num misturador a alta velocidade durante 40 segundos, misturar 12 g
de Tetrafin® (ou equivalente) com 500 ml de agua filtrada e, em seguida, combinar tudo a
fim de obter 1 1 de 12 g/l de espirulina e 12 g/l de Tetrafin® (ou equivalente)
3. Combinar volumes iguais da mistura de alimento inicial para trutas e da mistura de
algas/TetraFin® (ou equivalente)

B. Artémias:

Fazer eclodir 15 ml de ovos de artémias em 11 de agua salgada (preparada acrescentando
20 ml de NaCl a 1 1 de agua desionizada). Apds o arejamento durante 24 horas a temperatura
ambiente, sob luz constante, colhem-se as artémias. O fim do arejamento permite que as
artémias se depositem durante 30 minutos. Os quistos que flutuem a superficie do coletor sdo
retirados e eliminados e as artémias filtradas de forma adequada e mergulhadas em 30 ml de
agua filtrada.

Protocolo alimentar

O quadro 1 ilustra o tipo e a quantidade de alimentos administrados as larvas durante toda a
exposi¢ao. Os animais devem ser alimentados trés vezes por dia, de segunda a sexta-feira, e
uma vez por dia aos fins de semana.

Quadro 1: Regime alimentar das larvas de X. laevis em condigdes de fluxo continuo

Alimento inicial para trutas:

algas/TetraFin® (ou equivalente) Artémias

Tempo*

(pés-fecundacio) Semana Fim de semana Semana Fim de semana

(3 vezes por dia) (uma vez por dia) | (duas vezes por dia) | (uma vez por dia)
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Dias 4-14 0,5 ml 0,5 ml
0,33 ml 1,2 ml . .
(semanas 0-1) (do dia 8 ao 15) (do dia 8 a0 15)
1 ml 1 ml
Semana 2 0,67 ml 2,4 ml (a partir do dia 16) (a partir do dia 16)
Semana 3 1,3 ml 4,0 ml 1 ml 1 ml
Semana 4 1,5 ml 4,0 ml 1 ml 1 ml
Semana 5 1,6 ml 4.4 ml 1 ml 1 ml
Semana 6 1,6 ml 4,6 ml 1 ml 1 ml
Semana 7 1,7 ml 4,6 ml 1 ml 1 ml
Semanas 8-10 1,7 ml 4,6 ml 1 ml 1 ml

* O dia 0 ¢ definido como o dia da injecdo de hCG.

Transicio alimentar da fase larvar para a fase juvenil

Assim que completam a metamorfose, as larvas transitam para a formula alimentar
destinada aos juvenis, que a seguir se especifica. Durante a transi¢do, o regime alimentar das
larvas deve ser reduzido a medida que o regime alimentar dos juvenis aumenta. Tal pode ser
feito reduzindo as racdes administradas as larvas na proporcdo do aumento das
administradas aos juvenis em cada grupo de cinco girinos que ultrapasse a fase NF62 e se
aproxime da conclusao da metamorfose na fase NF66.

Alimentacio dos juvenis
Regime alimentar dos juvenis

Uma vez concluida a metamorfose (fase 66), o regime alimentar passa para alimentos de
primeira escolha para anfibios de 3/32 polegadas em exclusivo (Xenopus Express™, FL,
EUA), ou equivalente.

Preparacdo de granulos esmagados para a transig¢do da fase larvar para a fase juvenil

Os granulados sdo triturados brevemente num moinho de café ou numa misturadora, ou
esmagados com almofariz e pildo a fim de reduzir a sua dimensdo em aproximadamente 1/3.
O processamento excessivo produz po, sendo, por isso, desaconselhado.

Protocolo alimentar

O quadro 2 ilustra o tipo e a quantidade de alimentos administrados aos juvenis e aos
adultos. Os animais devem ser alimentados uma vez por dia. Note-se que, apos a
metamorfose, os animais continuam a receber uma por¢ao de artémias até mais de 95 % dos
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animais completarem a metamorfose.

Os animais nao devem ser alimentados no dia da conclusdo do ensaio, para que a
alimentac¢do ndo interfira na pesagem.

Quadro 2: Regime alimentar de juvenis de X. laevis em condi¢des de fluxo continuo. Note-se que os
animais ndo metamorfoseados, incluindo aqueles cuja metamorfose foi atrasada pelo tratamento com o
produto quimico, ndo podem comer granulos nao esmagados.

Tempo Volume de grinulos Volume total de granulos
(semanas apos a data mediana de metamorfose) esmagados (mg por jovem ri)
(mg por jovem ra)
Aquando da metamorfose dos animais 25 0
Semanas (-1 25 28
Semanas 2-3 0 110
Semanas 4-5 0 165
Semanas 6-9 0 220

* O primeiro dia da Semana 0 ¢ a data mediana de metamorfose nos animais de controlo.

614



D060575/02

Apéndice 5

DETERMINACAO DO SEXO GENETICO (SEXAGEM GENETICA)

O método de sexagem genética de Xenopus laevis baseia-se em Yosshimoto et al. (2008).
Podem obter-se os procedimentos de genotipagem detalhados consultando esta publicagao.
E possivel utilizar métodos alternativos (por exemplo, PCR quantitativa de alto débito), se
isso for considerado adequado.

Iniciadores de X. laevis
Marcador DM-W
Senso: 5’-CCACACCCAGCTCATGTAAAG-3’

Contra-senso: 5°-GGGCAGAGTCACATATACTG-3’

Controlo positivo
Senso:  5’-AACAGGAGCCCAATTCTGAG-3’

Contra-senso: 5’-AACTGCTTGACCTCTAATGC-3’

Purificacdo do ADN

Purificar o ADN extraido de tecidos musculares ou cutaneos utilizando o Qiagen DNeasy
Blood and Tissue Kit (cat # 69506) — ou um produto similar —, de acordo com as respetivas
instrucdes. O ADN pode ser eluido das colunas de centrifugacdo utilizando menos tampao
para obter amostras mais concentradas, se tal for considerado necessario para a PCR. De
notar que o ADN ¢ bastante estavel; convém, pois, ter cuidado para evitar contaminagoes
cruzadas que possam conduzir a erros na caracterizagdo dos machos como fémeas, ou
vice-versa.

PCR
O quadro 1 apresenta um exemplo de protocolo utilizando JumpStart™ Tag da Sigma.

Quadro 1: Exemplo de protocolo utilizando JumpStart™ Tag da Sigma

Mistura principal 1x (ul) [Final]
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Agua isenta de nuclease

11

Tampao 10X 2,0 -
MgCl, (25 mM) 2,0 2,5 mM
dNTP’s (10mM cada) 0.4 200 uM
Marcador para iniciador senso 0,8 0,3 uM
(8 uM)

Marcador para iniciador contra- 0,8 0,3 uM
senso (8 pM)

Controlo para iniciador senso 0,8 0,3 uM
(8 uM)

Controlo para iniciador contra- 0,8 0,3 uM
senso (8 uM)

JumpStart™ Taq 0,4 0,05 unidades/pl
Matriz de ADN 1,0 ~200 pg/ul

D060575/02

Nota: Ao preparar a mistura principal, preparar uma quantidade superior a desejada para
compensar eventuais perdas que possam ocorrer durante a pipetagem (exemplo: utilizar
25x para apenas 24 reagoes).

Reacado:

Mistura principal 19,0 pl

Matriz

Total

1,0 pl

20,0 ul

Perfil do termociclador:

Passo 1.

Passo 2.

Passo 3.

Passo 4.

Passo 5.

Passo 6.

Passo 7.

94 °C (1 min)
94 °C (30 seg)
60 °C (30 seg)
72 °C (1 min)
Ir para o passo 2 (35 ciclos)
72 °C (1 min)

4°C (manter)
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Os produtos PCR podem ser colocados imediatamente num gel ou conservados a 4 °C.
Eletroforese em gel de agarose (3 %) (protocolo de amostragem)
TAE 50X

Tris 242 ¢

Acido acético glacial 5,71 ml

Na (EDTA)-2H,0 3,72 g

Adicionar 4dgua até perfazer 100 ml

TAE 1X
H>O 392 ml
TAE 50X 8 ml
3:1 Agarose

3 partes de agarose NuSieve™ GTG"™

1 parte de agarose Fisher de baixa eletroendosmose (EEO)

Meétodo

1. Preparar um gel a 3 % acrescentando 1,2 g de mistura de agarose a 43 ml de TAE 1X. Agitar
para fragmentar os agregados.

2. Aquecer a mistura de agarose no microondas até estar completamente dissolvida (evitar que
ferva até transbordar). Deixar arrefecer ligeiramente.

3. Adicionar 1,0 pl de brometo de etidio (10 mg/ml). Agitar o frasco. Note-se que o brometo de
etidio ¢ mutagénico, pelo que, para minimizar os riscos para a saide dos trabalhadores,
devem ser utilizados produtos quimicos alternativos, na medida do possivel do ponto de vista
técnico'.

! Em conformidade com o artigo 4.°, n.° 1, da Diretiva 2004/37/CE do Parlamento Europeu e do Conselho, de
29 de abril de 2004, relativa a protecdo dos trabalhadores contra riscos ligados & exposicdo a agentes
cancerigenos ou mutagénicos durante o trabalho (sexta diretiva especial nos termos do n.° 1 do artigo 16.° da
Diretiva 89/391/CEE do Conselho) (JO L 158 de 30.4.2004, p. 50).
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Verter o gel para um molde, com um pente. Deixar arrefecer completamente.
Adicionar o gel ao aparelho. Cobrir o gel com TAE 1X.
Adicionar 1 ul de 6x corante de dissociagdo a cada volume de 10 pl de produto PCR.

Transferir as amostras para os pocos utilizando uma pipeta.

© NNk

Efetuar a eletroforese a 160 volts constantes durante ~20 minutos.

A figura 1 apresenta uma imagem do gel de agarose com os padrdes de bandas indicativos
de um individuo macho e de um individuo fémea.

Figura 1: Imagem do gel de agarose com o padrdo de banda indicativo de um macho (&) (banda tnica a
~203 bp: DMRT1) e de uma fémea () (duas bandas a ~259 bp: DM-W ¢ 203 bp:DMRT1).

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Yoshimoto S, Okada E, Umemoto H, Tamura K, Uno Y, Nishida-Umehara C, Matsuda Y,
Takamatsu N, Shiba T, Ito M. 2008. A W-linked DM-domain gene, DM-W, participates in
primary ovary development in Xenopus laevis. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America 105: 2469-2474.
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Apéndice 6

DETERMINACAO DA VITELOGENINA

A determinagdo da vitelogenina (VTG) efetua-se por recurso a um ensaio de imunoabsor¢ao
enzimatica (ELISA), originalmente desenvolvido para a VTG do vairdo-de-cabega-grande
(Parks et al., 1999). Atualmente, ndo existem anticorpos disponiveis no mercado para X.
laevis. No entanto, dada a grande quantidade de informagdes relativas a esta proteina e a
existéncia de servicos comerciais de producdo de anticorpos com uma boa relacdo custo-
eficacia, ¢ razoavel que os laboratdrios possam facilmente desenvolver um teste ELISA para
efetuar esta medi¢do (Olmstead et al., 2009). Além disso, estes autores apresentam uma
descri¢do do ensaio modificado para a VTG em X. tropicalis, conforme se descreve a seguir.
O método utiliza um anticorpo produzido contra a VTG de X. tropicalis, que se sabe
funcionar também para a VTG de X. laevis. Note-se que também podem ser utilizados testes
ELISA nd3o competitivos, os quais podem ter limites de deteg¢do inferiores ao método que
seguidamente se descreve.

Materiais e reagentes

Soro com o 1.° anticorpo (Ac) pré-adsorvido

Misturar uma parte de soro contendo o 1.° anticorpo anti-VTG de X. tropicalis com duas
partes de plasma de macho do grupo de controlo; deixar repousar a temperatura ambiente
durante ~ 75 minutos, colocar em gelo durante 30 minutos, centrifugar > 20K x G durante
1 hora a 4 °C, retirar o sobrenadante, dividir em aliquotas e armazenar a -20 °C.

2.° anticorpo

Conjugado IgG de cabra anti-coelho-peroxidase de rdbano (HRP) (por exemplo, Bio-Rad
172-1019)

VTG padrao

VTG purificada de X. laevis a 3,3 mg/ml.
TMB (3,3',5,5'-tetrametilbenzidina) (por exemplo, KPL 50-76-00 ou Sigma T0440)

Soro de cabra (NGS) (por exemplo, Chemicon® S26-100ml)

Placas de microtitulagdo de 96 pocos, de poliestireno EIA (por exemplo, ICN: 76-381-04,
Costar:53590, Fisher:07-200-35)

Forno de hibridacdo a 37 °C (ou incubadora de ar de equilibrio rapido) para placas;
banho-maria para tubos

Outros equipamentos, produtos quimicos e materiais comuns de laboratorio.

Receitas
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Tampdo de revestimento (50 mM de tampdo de carbonatos, pH 9,6):
NaHCO; 1,26 g
Na,COs3 0,68 g
Agua 428 ml
PBS 10X (0,1 M de fosfato, 1,5 M de NaCl):
NaH2PO4-H>O 0,83 g
Na;HPO47 H,O 20,1 g
NaCl 71 g
Agua 810 ml
Tampao de lavagem (PBST):
PBS 10X 100 ml
Agua 900 ml
Ajustar o pH para 7,3 com 1 M HCI e acrescentar 0,5 ml de Tween-20
Tampao de ensaio:
Soro de cabra (NGS) 3,75 ml
Tampao de lavagem 146,25 ml
Colheita de amostras

O sangue ¢ colhido com um tubo capilar heparinizado para micro-hematdcritos e colocado
sobre gelo. Apds centrifugacdo durante 3 minutos, o tubo ¢ marcado, aberto e o plasma
expelido para tubos de microcentrifuga de 0,6 ml com 0,13 unidades de aprotinina
liofilizada (estes tubos sdo previamente preparados por adicdo da quantidade adequada de
aprotinina, congelacdo e liofilizagdo num concentrador de vacuo a baixos niveis de calor até
a secagem completa). Armazenar o plasma a -80 °C até a analise.

Procedimento para uma placa

Revestimento da placa
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Misturar 20 pl de VTG purificada com 22 ml de tampao de carbonatos (concentragdo final:
3 ug/ml). Adicionar 200 pl a cada poco de uma placa de 96 pocos. Cobrir a placa com
pelicula de selagem adesiva e deixar incubar a 37 °C, durante 2 horas (ou a 4 °C, de um dia
para o outro).

Bloqueio da placa

A solugdo de bloqueio ¢ preparada adicionando 2 ml de soro de cabra (NGS) a 38 ml de
tampao de carbonatos. Retirar a solugcdo de revestimento e agitar até secar. Adicionar a cada
pogo 350 pl da solucdo de bloqueio. Cobrir com pelicula de selagem adesiva e incubar a
37 °C, durante 2 horas (ou a 4 °C de um dia para o outro).

Preparagao das solugoes padrao

Misturar 5,8 pl de VTG purificada-padrdao com 1,5 ml de tampao de ensaio, num tubo de
ensaio de vidro de borossilicato descartdvel de 12 x 75 mm. Obtém-se assim uma
concentracdo de 12 760 ng/ml. Em seguida, prepara-se uma dilui¢do em série, adicionando
750 pl da dilui¢do anterior a 750 pl de tampao de ensaio, para produzir concentragdes finais
de 12 760, 6 380, 3 190, 1 595, 798, 399, 199, 100 ¢ 50 ng/ml.

Preparacdo das amostras

Comegar por uma dilui¢do a 1:300 (por exemplo, misturar 1 pl de plasma com 299 ul de
tampao de ensaio) ou a 1:30 do plasma em tampao de ensaio. Caso se preveja uma elevada
concentracdo de VTG, poderdo ser necessarias dilui¢cdes suplementares ou de maiores
quantidades. Tentar manter o valor B/B, no intervalo-padrdo. Para as amostras sem VTG
apreciavel — por exemplo, machos e fémeas de controlo (todos imaturos) —, utilizar a
diluicao a 1:30. As amostras com diluigdes inferiores a esta podem apresentar efeitos de
matriz indesejaveis.

Além disso, recomenda-se a andlise de uma amostra de controlo positivo em cada placa.
Esta amostra provém de uma mistura de plasma que contém niveis de VTG altamente
induzidos. A mistura de plasma € inicialmente diluida em NGS, dividida em aliquotas e
armazenada a -80 °C. Para cada placa, uma aliquota ¢ descongelada, diluida em tampdo de
ensaio e analisada como uma amostra de ensaio.

Incubagdo com o 1.° anticorpo

Preparar o 1.° Ac efetuando uma dilui¢do a 1:2000 de soro contendo o 1.° Ac pré-adsorvido
no tampao de ensaio (por exemplo, 8 pul para 16 ml de tampao de ensaio). Misturar 300 ul da
solucdo contendo o 1.° Ac com 300 ul de amostra/padrdao, num tubo de vidro. O tubo B, ¢
preparado do mesmo modo, com 300 pl de tampao de ensaio e 300 ul de anticorpo. Além
disso, deve preparar-se um tubo NSB com apenas 600 pul de tampao de ensaio, ou seja, sem
Ac. Cobrir os tubos com Parafilm e agitar suavemente num vortex, para misturar. Incubar
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durante 1 hora em banho-maria, a 37 °C.
Lavagem da placa

Lavar a placa imediatamente antes de estar concluida a incubag¢do do 1.° Ac. Para isso,
sacudir a placa para retirar o conteudo e secd-la com papel absorvente. Depois, encher os
pogos com 350 ul de solugdo de lavagem, esvaziar e secar. Neste caso, ¢ util a utilizagdo de
uma pipeta de repeticdo multicanais ou de um lavador de placas. Repetir mais duas vezes a
lavagem, para um total de trés lavagens.

Carregamento da placa

Uma vez lavada a placa, retirar os tubos do banho-maria e agitar ligeiramente num vortex.
Adicionar 200 pl de cada amostra padrao B, e tubo NSB, para duplicar os pogos da placa.
Cobrir a placa com pelicula de selagem adesiva e deixar incubar, durante 1 hora, a 37 °C.

Incubagdao com o 2.° anticorpo

No fim da incubagdo da etapa anterior, a placa deve ser novamente lavada trés vezes, como
descrito acima. O 2.° Ac diluido prepara-se misturando 2,5 pul do 2.° Ac com 50 ml de
tampao de ensaio. Adicionar 200 ul do 2.° Ac diluido a cada pocgo, selar como acima
indicado e incubar durante 1 hora, a 37 °C.

Adicionar um substrato

Terminada a incubagdo com o 2.° Ac, proceder a lavagem da placa trés vezes, conforme
descrito acima. Em seguida, adicionar a cada pogo 100 pl de substrato TMB. Deixar reagir
durante 10 minutos, de preferéncia ao abrigo de uma fonte de luz viva. Interromper a reacao
adicionando 100 pl de 4cido fosforico 1 M. A mistura ird mudar de cor, de azul para
amarelo vivo. Medir a absorvancia a 450 nm, utilizando um leitor de placas.

Calcular B/Bo

Subtrair o valor NSB médio de todas as medig¢des. Calcular o valor B/ B, para cada amostra
e para cada padrdo, dividindo o valor da absorvancia (B) pela absorvancia média da amostra
(Bo).

Obter a curva padrao e determinar quantidades desconhecidas

Gerar uma curva-padrdo por recurso a um software de criagdo de graficos (por exemplo,
Slidewrite™ ou Sigma Plot®), que ira extrapolar a quantidade de B/B, da amostra com base
no B/B, dos padrdes. Normalmente, a quantidade ¢ representada por pontos numa escala
logaritmica e a curva apresenta uma forma sigmoide. No entanto, pode parecer linear
quando se utiliza um intervalo restrito de padrdes. Corrigir as quantidades de amostra de
acordo com o fator de diluicao e registar em mg de VTG/ml de plasma.
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Determinagdo dos limites minimos de deteg¢do (LMD)

Muitas vezes, em especial no que respeita aos machos normais, nao ¢ claro como se devem
registar os resultados obtidos para valores baixos. Nestes casos, devem utilizar-se «limites
de confianca» de 95 % para determinar se o valor deve ser registado como zero ou como
outro numero. Se o resultado da amostra se situar dentro do intervalo de confianga do
padrao zero (B,), o resultado deve ser registado como zero. O nivel minimo de detecdo serd
o padrdo mais baixo que seja consistentemente diferente do padrio zero (ou seja, os dois
intervalos de confianga ndo se sobrepdem). Para qualquer resultado da amostra que esteja
dentro do limite de confianga do nivel minimo de detecdo, ou acima, regista-se o valor
calculado. Se uma amostra estiver compreendida entre o padrdo zero e os intervalos do nivel
minimo de detecdo, deve ser registada metade do nivel minimo de detecdo para o valor
dessa amostra.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
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Apéndice 7

ANALISE ESTATISTICA

O LAGDA gera trés tipos de dados a analisar estatisticamente: 1) dados quantitativos
continuos; 2) dados relativos ao tempo decorrido até ao evento, no que se refere as taxas de
desenvolvimento (tempo até a fase NF62); 3) dados ordinais sob a forma de indices de
gravidade ou fases de desenvolvimento a partir de avaliagdes histopatologicas. A figura 1
ilustra a arvore de decisdo para analise estatistica recomendada para o LAGDA. Além disso,
indicam-se a seguir algumas anotagdes que podem ser necessarias para efetuar a analise
estatistica das medigdes do LAGDA. Para a arvore de decisdao de analise, os resultados das
medicoes para mortalidade, crescimento (peso € comprimento) e indice hepatossomatico
(IHS) devem ser analisados de acordo com «Outros parametros.

Dados continuos

Numa primeira fase, verifica-se se os dados relativos aos pardmetros continuos sio
monoétonos, transformando-os em classes e, em seguida, procedendo a uma analise de
variancia (ANOVA) e comparando os contrastes lineares e quadraticos. Se os dados forem
monoétonos, convém aplicar o teste de Jonckheere-Terpstra as medianas dos replicados, nao
devendo ser efetuadas quaisquer andlises subsequentes. No caso de dados de distribui¢ao
normal com varidncias homogéneas, também ¢ aplicavel o teste de Williams. Se os dados
nao forem monotonos (o contraste quadratico € significativo e o linear ndo o €), convém
analisa-los utilizando um modelo ANOVA com efeitos mistos. Em seguida, os dados devem
ser avaliados quanto a normalidade (utilizando, de preferéncia, o teste de Shapiro-Wilk ou o
teste de Anderson-Darling) e a homogeneidade da variancia (de preferéncia utilizando o
teste de Levene). Ambos os ensaios sdo realizados com os residuos do modelo ANOVA de
efeitos mistos. Embora sejam preferiveis, os testes formais de normalidade e
homogeneidade da variancia podem ser substituidos pelo recurso a um parecer de peritos.
Se os dados apresentarem uma distribuicdo normal e varidncias homogéneas, as hipdteses
do modelo ANOVA com efeitos mistos sdo verificadas e o teste de Dunnett permite
determinar os efeitos significativos do tratamento. Sempre que se verifique anormalidade ou
heterogeneidade da variancia, os pressupostos do teste de Dunnett sdo violados e procura-se
transformar os dados para obter a sua distribuicdo normal e estabilizar a varidncia. Se nao se
encontrar uma transformagao deste tipo, determina-se um efeito de tratamento significativo
com um teste de Dunn. Sempre que possivel, deve realizar-se um teste unilateral, por
oposicdo a um teste bilateral, mas tal exige o parecer de um perito para determinar qual o
teste mais adequado para um determinado parametro.

Mortalidade
Os dados relativos a mortalidade devem ser analisados durante todo o ensaio e expressos em

percentagem de peixes mortos num determinado viveiro. Os girinos que nao tenham
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completado a metamorfose num dado periodo, os girinos que se encontrem na coorte das
subamostras de larvas, as ras juvenis selecionadas e todos os animais mortos devido a erro
experimental devem ser considerados dados censurados e ndo devem ser incluidos no
denominador do calculo da percentagem. Antes de se proceder a qualquer analise estatistica,
as percentagens de mortalidade devem ser objeto de transformagido do arco seno da raiz
quadrada. A alternativa ¢ utilizar o teste de Cochran-Armitage, com um eventual
ajustamento de Rao-Scott em caso de sobredispersao.

Peso e comprimento (dados relativos ao crescimento)

Os machos e as fémeas ndo sdo sexualmente dimorficos durante a metamorfose, pelo que os
dados relativos ao crescimento da subamostra de larvas devem ser analisados
independentemente do sexo. No entanto, os dados relativos ao crescimento dos juvenis
devem ser analisados separadamente, em funcdo do sexo genético. Pode ser necessaria uma
transformacdo logaritmica para estes parametros, uma vez que nio ¢ raro os dados relativos
ao tamanho seguirem uma lei logaritmica normal.

Indice hepatossomdtico (IHS)

Os pesos hepaticos devem ser normalizados como propor¢des do peso corporal total (ou
seja, IHS) e analisados separadamente com base no sexo genético.

Tempo até a fase NF62

Os dados relativos ao tempo decorrido até a metamorfose devem ser tratados como dados
até ao evento, sendo quaisquer mortalidades ou individuos que ndo atinjam a fase NF62 em
70 dias tratados como dados censurados a direita (ou seja, o valor verdadeiro ¢ superior a
70 dias, embora o estudo termine antes de os animais terem atingido a fase NF62 em
70 dias). O tempo mediano até a fase NF62, que corresponde a conclusdao da metamorfose
nos controlos com agua de diluigdo, deve ser utilizado para determinar a data de conclusao
do ensaio. O tempo mediano até a conclusdo da metamorfose pode ser determinado pelos
estimadores produto-limite de Kaplan-Meier. Este pardmetro deve ser analisado por recurso
a um modelo de riscos proporcionais de Cox com efeitos mistos, que tenha em conta a
estrutura dos replicados do estudo.

Dados histopatologicos (indices de gravidade e fases de desenvolvimento)

Os dados histopatologicos assumem a forma de um indice da gravidade ou de fases de
desenvolvimento. Um teste de tendéncia de Cochran-Armitage com corre¢dao do tipo Rao-
Scott (RSCABS, Rao-Scott Cochran-Armitage by Slices) ¢ aplicado a cada nivel de
gravidade numa resposta histopatologica (Green et al., 2014). A corre¢cdo de Rao-Scott
permite que seja tido em conta no ensaio o plano da experiéncia adotado para os replicados.
O procedimento «by Slices» incorpora as expectativas bioldgicas de que a gravidade dos
efeitos tende a aumentar com o aumento das doses ou concentragdes, mantendo os indices
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dos individuos e indicando a gravidade dos efeitos detetados. O procedimento RSCABS nao
so determina quais os tratamentos que sao estatisticamente diferentes dos controlos (ou seja,
que tém uma patologia mais grave do que os controlos), mas também determina a que indice
de gravidade a diferenca ocorre, proporcionando assim o contexto tdo necessario a analise.
No caso da determinacdo da fase de desenvolvimento das gonadas e dos ductos
reprodutores, convém submeter os dados a uma manipulacao suplementar, uma vez que uma
das hipoteses do RSCABS ¢ que a gravidade do efeito aumenta com a dose. O efeito
observado pode ser um atraso ou uma aceleragao do desenvolvimento. Por conseguinte, os
dados relativos a determinacdo da fase de desenvolvimento devem ser analisados tal como
foram comunicados para detetar uma eventual aceleracdo do desenvolvimento e, em
seguida, invertidos manualmente antes de uma segunda andlise para detetar um eventual
atraso no desenvolvimento.

Figura 1: Arvore de deciso para analise estatistica para os dados LAGDA.

Tipo de dados
v : v
. ; Tempo para Outros o | Passa no teste de I :
Histopatologia NF62 parametros " | monotonicidade

l

RSCABS Y

Modelo de efeitos mistos
ANOVA utilizando replicagao
no tratamento como efeito
aleatorio e tratamento como
efeito fixo

Jonckeere-Terpstra
na replicagéo de
medianas

<

v
(Pressupostos de

. o Ensaio de
L e pemen [y —( E5

(normalidade e
homogeneidade)

Ensaio de
Dunnett
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Apéndice 8

ELEMENTOS A TER EM CONTA PARA O ACOMPANHAMENTO E A MINIMIZACAO
DA OCORRENCIA DE ESCOLIOSE

A escoliose idiopatica, geralmente manifestada por uma «cauda dobrada» nos girinos de
Xenopus laevis, pode complicar as observagdes morfologicas e comportamentais nas
populagdes de ensaio. Devem ser envidados esforcos para minimizar ou eliminar a
incidéncia de escoliose, tanto nas populacdes de reserva como em condi¢des experimentais.
No ensaio definitivo, recomenda-se que a prevaléncia de escoliose moderada e grave seja
inferior a 10 %, a fim de reforcar a confianca na capacidade do ensaio para detetar efeitos
no desenvolvimento relacionados com o tratamento em larvas de anfibios de outro modo
saudaveis.

As observagdes didrias durante o ensaio definitivo devem registar tanto a incidéncia
(contagem individual) como a gravidade da escoliose, quando presente. A natureza da
anomalia deve ser descrita no que diz respeito a localizagdo (por exemplo, anterior ou
posterior a cloaca) e a diregdo da curvatura (por exemplo, lateral ou dorso-ventral). A
gravidade pode ser classificada como se segue:

(NO) ndo observada: auséncia de curvatura
(1) Minima: ligeira curvatura lateral posterior a cloaca; apenas visivel em repouso

(2) Moderada: curvatura lateral posterior a cloaca; sempre visivel, mas sem inibir o
movimento

(3) Grave: curvatura lateral anterior a cloaca, OU qualquer curvatura que iniba o
movimento, OU qualquer curvatura dorso-ventral

Um painel cientifico consultivo da US EPA sobre a lei FIFRA (FIFRA SAP 2013) analisou
dados recapitulativos sobre a escoliose resultantes de quinze ensaios de metamorfose de
anfibios com X. laevis (fase NF51 a 60+) e formulou recomendagdes gerais para reduzir a
prevaléncia desta anomalia nas populacdes de ensaio. Estas recomendagdes sdo relevantes
para o LAGDA, embora este ensaio implique um calendédrio de desenvolvimento mais
longo.

Dados historicos relativos a desova

De um modo geral, devem utilizar-se como casais reprodutores adultos saudéaveis de alta
qualidade; a eliminag¢do de casais reprodutores que produzem descendéncia com escoliose
pode minimizar a ocorréncia desta ao longo do tempo. Especificamente, pode ser benéfico
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minimizar a utilizacdo de casais reprodutores capturados na natureza. O periodo de
exposicao do LAGDA comeca com embrides na fase NF8-10; ndo ¢ possivel prever, a
partida, se determinados individuos irdo ou ndo apresentar escoliose. Assim, para além de
acompanhar a incidéncia de escoliose nos animais de ensaio, devem documentar-se os dados
historicos relativos as massas de ovos — incluindo a prevaléncia de escoliose em quaisquer
larvas autorizadas a desenvolver-se. Pode ser util monitorizar melhor a parte de cada massa
de ovos ndo utilizada num determinado estudo e comunicar essas observagdes (FIFRA SAP
2013).

Qualidade da agua

E importante garantir a qualidade da 4gua, tanto nas reservas do laboratorio como durante o
ensaio. Para além dos critérios de qualidade da dgua avaliados regularmente para os ensaios
de toxicidade em meio aquatico, pode ser util monitorizar e corrigir eventuais deficiéncias
de nutrientes (por exemplo, deficiéncia de vitamina C, célcio, fosforo) ou niveis excessivos
de selénio e de cobre, que se sabe poderem causar escoliose em diferentes graus em Rana
sp. de cria¢do laboratorial e em Xenopus sp. (Marshall et al. 1980; Leibovitz et al. 1992;
Martinez et al. 1992; como indicado em FIFRA SAP 2013). A utilizagdo de um regime
alimentar adequado (ver apéndice 4) e a limpeza regular dos viveiros permitem, em geral,
melhorar a qualidade da dgua e a saude dos espécimes de ensaio.

Regime alimentar

O apéndice 4 contém recomendacdes especificas relativas ao regime alimentar,
considerados eficazes no ambito do LAGDA. Recomenda-se que as fontes de alimentos
sejam analisadas para detecdo de toxinas bioldgicas, herbicidas e outros pesticidas que se
saiba causarem escoliose em X. laevis ou noutros animais aquaticos (Schlenk e Jenkins
2013). Por exemplo, a exposicao a determinados inibidores da colinesterase foi associada a
escoliose nos peixes (Schultz et al. 1985) e nas ras (Bacchetta et al. 2008).
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