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DIRECTIVA 2000/33/CE DA COMISSAO

de 25 de Abril de 2000

que adapta ao progresso técnico pela vigésima sétima vez a Directiva 67/548/CEE do Conselho,
relativa a aproximacio das disposicdes legislativas, regulamentares e administrativas respeitantes a
classificacdo, embalagem e rotulagem das substincias perigosas (¥)

(Texto relevante para efeitos do EEE)

A COMISSAO DAS COMUNIDADES EUROPEIAS,

Tendo em conta o Tratado que institui a Comunidade Euro-
peia,

Tendo em conta a Directiva 67/548/CEE do Conselho, de 27
de Junho de 1967, relativa & aproximagio das disposicdes
legislativas, regulamentares e administrativas respeitantes a
classificagdo, embalagem e rotulagem das substancias perigo-
sas (), com a dltima redaccdo que lhe foi dada pela Directiva
1999/33/CE do Parlamento Europeu e do Conselho (%), e,
nomeadamente o seu artigo 28.°,

Considerando o seguinte:

(1) O anexo V da Directiva 67/548/CEE estabelece os méto-
dos para a determinacdo das propriedades fisico-quimicas,
da toxicidade e da ecotoxicidade de substincias e prepara-
cdes. A adaptacdo ao progresso técnico desse anexo ¢é
necessaria.

(20 O n.° 2 do artigo 7.° da Directiva 86/609/CEE do Conse-
lho, de 24 de Novembro de 1986, relativa a aproximacio
das disposicdes legislativas, regulamentares e administrati-
vas dos Estados-Membros respeitantes a protecgdo dos
animais utilizados para fins experimentais e outros fins
cientificos (%), prevé que ndo deve ser realizada uma expe-
riéncia se, para obter o resultado desejado, for razodvel e
praticamente possivel utilizar outro método cientifica-
mente satisfatério que ndo implique a utilizagio de um
animal.

(3) A Comissdo tenciona introduzir no anexo V da Directiva
67/548/CEE métodos de ensaio alternativos que ndo
implicam a utilizacdo de um animal, para que possam ser
utilizados no ensaio de substincias quimicas, na acep¢io
do n.° 1 do artigo 3.° da Directiva 67/548/CEE.

(4) O disposto na presente directiva estd em conformidade
com o parecer do Comité para a adaptagio ao progresso
técnico das directivas que visam a elimina¢do dos entraves
técnicos ao comércio no sector das substancias e prepara-
¢Oes perigosas,

(*) Adoptada antes da vigésima sexta adaptagdo.
(1) JO 196 de 16.8.1967, p. 1.

(3 JOL 199 de 30.7.1999, p. 57.

() JOL 358 de 18.12.1986, p. 1.

ADOPTOU A PRESENTE DECISAO:

Artigo 1.°

Os textos dos anexos I e Il da presente directiva sdo acrescenta-
dos a parte B do anexo V da Directiva 67/548/CEE.

Artigo 2.°

1. Os Estados-Membros pordo em vigor as disposi¢des legis-
lativas, regulamentares e administrativas necessdrias para dar
cumprimento a presente directiva o mais tardar em 1 de Outu-
bro de 2001. Desse facto informario imediatamente a
Comissao.

As disposi¢des adoptadas pelos Estados-Membros fardo referén-
cia a presente directiva ou serdo acompanhadas da referida
referéncia aquando da sua publicacdo oficial. As modalidades
da referéncia sdo adoptadas pelos Estados-Membros.

2. Os Estados-Membros comunicardo a Comissdo as princi-
pais disposicdes de direito interno que adoptarem no dominio
abrangido pela presente directiva, bem como uma tabela de

correlacdo entre a presente directiva e as disposi¢des de direito
interno adoptadas.

Artigo 3.°

A presente directiva entra em vigor no terceiro dia seguinte ao
da sua publicacdo no Jornal Oficial das Comunidades Europeias.

Artigo 4.°

Os Estados-Membros sdo os destinatdrios da presente directiva.

Feito em Bruxelas, em 25 de Abril de 2000.

Pela Comissdo
Margot WALLSTROM

Membro da Comissdo
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1.5.3.1.

ANEXO 1

«B.40. CORROSIVIDADE CUTANEA

METODO

Introducio

O Centro Europeu de Validacido de Métodos Alternativos (ECVAM, Centro Comum de Investiga¢do, Comissdo
Europeia) reconheceu a validade cientifica de dois ensaios in vitro para a corrosividade cutinea, o ensaio de
resisténcia eléctrica transcutinea (transcutaneous electrical resistance — “TER”) em pele de rato e um ensaio com
um modelo de pele humana (ECVAM, Centro Comum de Investigagdo, Comissio Europeia) (1) (2) (3). Os
estudos de validacio levados a cabo pelo ECVAM demonstraram que ambos os ensaios permitem distinguir
de forma fidvel as substancias corrosivas das ndo corrosivas para a pele. Para além disso, o protocolo do
ensaio baseado no modelo de pele humana permitiu distinguir correctamente entre os diferentes graus de
efeito corrosivo (R35 — altamente corrosivo, e R34 — corrosivo) (2). Apresentam-se a seguir a descri¢do e
os procedimentos de ambos os ensaios; a escolha do ensaio depende das exigéncias especificas e das preferén-
cias do utilizador.

Ver também a introdugdo geral, parte B.

Defini¢des

Corrosividadede cutdnea: producio de danos irreversiveis dos tecidos cutineos no seguimento da aplicacdo de
material de ensaio.

Substincias de referéncia

Nenhuma especificada, mas ver pontos 1.5.3.4 e 1.7.2.3.

Principio do método de ensaio — ensaio TER em pele de rato

O material a testar é aplicado durante um periodo de até 24 horas sobre a superficie da epiderme de discos
de pele de ratos jovens sacrificados sem crueldade. Os materiais corrosivos sdo identificados pela sua capaci-
dade de causarem uma perda da integridade normal do stratum corneum e da funcdo de barreira, perda essa
que é medida pela redugdo do TER intrinseco abaixo de um determinado limiar (5 k) (4) (5). Os materiais
simplesmente irritantes e os materiais ndo irritantes ndo reduzem o TER abaixo desse limiar. Para as substan-
cias tensioactivas e para os compostos organicos neutros, pode ainda ser incorporado no ensaio um passo de
ligagdo a um corante [para as definicdes neste contexto, ver a referéncia (6)], a fim de reduzir o niimero de
falsos positivos caracteristico dos ensaios deste tipo de substancias quimicas (2) (7).

Descrigdo do método de ensaio — ensaio TER em pele de rato
Animais

Para a preparagdo dos discos de pele, sdo utilizados ratos jovens (20-23 dias) (Wistar ou estirpe compardvel).
Os pélos dorsais e dos flancos sdo removidos cuidadosamente, com a ajuda de pequenas tesouras. Os animais
sdo depois cuidadosamente lavados e esfregados, devendo a zona da pele que ird ser utilizada ser mergulhada
numa solugdo antibidtica (contendo, por exemplo, estreptomicina, penicilina, cloranfenicol e anfoteriicina a
concentragdes suficientes para inibir o crescimento bacteriano). Os animais sio novamente lavados com uma
solugdo antibidtica no terceiro ou no quarto dia apds a primeira lavagem, devendo depois ser utilizados num
prazo de trés dias (para a preparagdo das peles ndo deverdo ser utilizados animais com uma idade superior a
31 dias).

Preparagio dos discos de pele

Os animais sdo sacrificados sem crueldade. A pele dorsal dos animais é depois retirada e a gordura em
excesso é removida através de raspagem cuidadosa. A pele é colocada sobre a extremidade de um tubo de
politetrafluoroetileno/(PTFE), com o cuidado de garantir que a superficie epidérmica esteja em contacto com
o tubo. A pele é fixa na extremidade do tubo com uma junta ténica em borracha e elimina-se o tecido em
excesso. As dimensdes do tubo e da junta tdénica sdo as apresentadas na figura 1. A junta térica deve ser
envolvida em vaselina, de forma a garantir a estanqueicidade da sua unido com o tubo de PTFE. O tubo ¢
depois suspenso por uma mola dentro de uma cimara com uma solucio de sulfato de magnésio (154 mM)
(figura 2).

Procedimento de ensaio

Aplicagdo do material de ensaio

As substancias de ensaio liquidas (150 pl) sdo aplicadas na superficie epidérmica no interior do tubo (figura
2). Quando a substancia de ensaio for sélida, deverd ser aplicada uma quantidade suficiente para garantir a
cobertura de toda a superficie epidérmica. Por cima dessa substancia é depois acrescentada dgua desionizada
(150 pl) e os tubos sdo ligeiramente agitados. As substincias de ensaio deverdo estar em contacto com toda a
superficie da pele. No caso de algumas substancias sélidas, poderd ser necessirio aquecer a mistura a 30°C
para fluidificar a substancia ou ainda proceder a uma moagem para obten¢do de um material granular ou
pulverulento.
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1.5.3.3.

1.5.3.3.1.

1.5.3.3.2.

Para cada substancia de ensaio serdo utilizados trés discos de pele. As substincias de ensaio sio aplicadas
durante um perfodo de 24 horas (ver também o ponto 1.5.3.4). A substancia de ensaio deverd depois ser
removida por lavagem em dgua corrente a uma temperatura maxima de 30°C, até a remogdo completa de
todo o material. A remogdo das substincias de ensaio que tenham eventualmente solidificado poderd ser faci-
litada utilizando um jacto de d4gua a uma temperatura de cerca de 30°C.

Medi¢des TER

A TER é medida utilizando um databridge de corrente alterna de baixa voltagem (por exemplo: AIM 401 ou
6401, ou outro modelo equivalente). Antes da medicdo da resisténcia eléctrica, a tensdo superficial da pele é
reduzida através da adi¢do de um volume suficiente de etanol a 70% para cobrir toda a epiderme. Apds
alguns segundos, o etanol deverd ser removido invertendo o tubo e o tecido ¢ depois hidratado através da
adi¢do de 3 ml de solugdo de sulfato de magnésio (154 mM). Os eléctrodos do databridge sdo colocados em
duas extremidades do disco de pele de forma a medir a resisténcia em kQ/disco (figura 2). As dimensdes dos
eléctrodos e o comprimento de eléctrodo que deverd ficar livre por baixo da mola sdo indicados na figura 1.
A parte interior (mais grossa) do eléctrodo deverd estar apoiada a borda do tubo de PTFE durante a medi¢do
da resisténcia, de forma a garantir que o comprimento de eléctrodo mergulhado na solugdo de sulfato de
magnésio seja constante. O eléctrodo exterior (mais fino) deverd ser colocado dentro da cdmara receptora de
forma a tocar o fundo da mesma. A distancia entre a parte inferior da mola e o fundo do tubo de PTFE
deverd ser mantida constante (figura 1), visto que afecta o valor de resisténcia medido.

De notar que nos casos em que seja medida uma resisténcia superior a 20 k() isso se poderd dever ao facto
de a substincia de ensaio estar a impedir o acesso da solucdo ao disco de epiderme. Para resolver esse pro-
blema, uma das possibilidades serd tapar o tubo de PTFE com o dedo, usando luvas de borracha, e agitar
durante cerca de 10 segundos. A solugdo de sulfato de magnésio deverd entdo ser deitada fora e substituida
por solugdo fresca para a realizacdo da medicdo.

A média dos valores de TER medidos poderd ser aceite, desde que os valores medidos em amostras de con-
trolo positivo e negativo simultdneas com o ensaio se encontrem dentro dos valores normais para o método.
As substancias de controlo que poderdo ser utilizadas e os respectivos valores aceitdveis para a metodologia
e instrumentos aqui descritos so:

Controlo Substancia Gama d(ekg)s isténcia
Positivo Acido cloridrico 10 M (36 %) 0,5-1,0
Negativo Agua destilada 10-25

Procedimento alterado para as substdncias tensioactivas e para as substdncias
organicas neutras

Se os valores de TER das substincias de ensaio que sejam tensioactivas ou que sejam substancias organicas
neutras forem inferiores ou iguais a 5 k), poderd proceder-se a uma avaliagdo da penetragdo de corantes
nos tecidos. Esse procedimento permitird determinar se os resultados sdo ou ndo falsos positivos (2).

Aplicacdo e eliminagdo do corante sulforhodamina B

Ap6s o tratamento inicial com a substincia de ensaio, aplicam-se a superficie epidérmica de cada disco de
pele 150 pl de uma solugdo a 10% (p/v) do corante sulforhodamina B em 4gua destilada, durante 2 horas. Os
discos sdo depois lavados em 4dgua corrente a temperatura ambiente durante cerca de 10 segundos, a fim de
remover o corante em excesso/ndo fixado. Os discos de pele deverdo entdo ser cuidadosamente retirados do
tubo de PTFE e colocados num recipiente (por expemplo: um frasco de 20 ml) com dgua desmineralizada
(8 ml). Os frascos sdo cuidadosamente agitados durante 5 minutos, para remover o corante que eventual-
mente ainda exista em excesso/ndo fixado. Esse procedimento de lavagem deverd depois ser repetido, apds o
que os discos de pele deverdo ser transferidos para frascos com 5 ml de uma solu¢do a 30% (p/v) de dodecil
sulfato de sodio (SDS) em dgua destilada e incubados a 60°C de um dia para o outro. Apés a incubagdo, os
discos de pele sido retirados e deitados fora, e a solugdo centrifugada durante 8 minutos a 21°C (forga relativa
de centrifugagdo: ~ 175). Uma amostra de 1 ml do sobrenadante serd entdo diluida num factor de 1:5 (v/v)
[ou seja, 1 ml + 4 ml] numa solucdo a 30% (p/v) de SDS em dgua destilada. A densidade dptica (DO) da
solu¢do deverd entdo ser medida a cerca de 565 nm.

Célculo do teor em corante

O teor do corante sulforhodamina B por disco ¢ calculado a partir dos valores de DO (coeficiente de extingdo
molar do corante sulforhodamina B a 565 nm = 8,7 x 10% peso molecular = 580). O teor dever4 ser determi-
nado para cada disco de pele e também em termos de valor médio dos replicados. Poderdo ser aceitdveis
valores médios para a ligagdo do corante, desde que os valores medidos nos controlos se encontrem dentro
das gamas normais para o método. As gamas de concentracdo do corante que poderdo ser utilizadas nas
substincias de controlo para a metodologia e instrumentos aqui descritos sio:
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Gama de teores em
Controlo Substancia corante
(ng/disco)
Positivo Acido cloridrico 10 M (36 %) 40-100
Negativo Agua destilada 15-35

Informagdo adicional

As substancias de ensaio também poderdo ser aplicadas por periodos de tempo menores (por expemplo: 2
horas), para identificacdo dos materiais mais severamente corrosivos. Contudo, no estudo de validagdo, verifi-
cou-se que o ensaio TER resulta na sobrestimagdo do potencial corrosivo de diversos materiais de ensaio
quando se utiliza uma aplicagdo de apenas 2 horas (2), embora permita uma identificagio correcta das subs-
tancias corrosivas e ndo corrosivas apés uma aplicagdo ao longo de 24 horas.

As propriedades e dimensdes do aparelho a utilizar nos ensaios e o procedimento experimental aplicado
podem influenciar os valores de TER obtidos. O limiar de corrosio de 5 k€ foi desenvolvido a partir dos
dados obtidos com o aparelho e com os procedimentos descritos no presente método. Poderdo ser aplicdveis
outros limiares e valores de controlo se as condi¢des do ensaio forem significativamente diferentes. Logo,
recomenda-se que a metodologia e os valores para o limiar de resisténcia sejam calibrados através do ensaio
de uma série de materiais de referéncia a seleccionar de entre os materiais utilizados no estudo de valida-
¢do (3).

Principio do método de ensaio — ensaio em modelo de pele humana

O material de ensaio ¢ aplicado localmente por um periodo que poderd ir até 4 horas num modelo tridimen-
sional de pele humana, que incluf uma epiderme reconstruida com um stratum corneum funcional. Os mate-
riais corrosivos sdo identificados pela sua capacidade de diminui¢do da viabilidade celular (que poderd ser
determinada, por exemplo, utilizando o ensaio de redu¢io MTT) abaixo de determinados limiares, em fungdo
dos periodos de exposicdo utilizados. O principio do ensaio baseia-se na hipdtese de que as substancias qui-
micas corrosivas sdo as que conseguem penetrar o stratum corneum (por difusdo ou por erosio) e que sdo sufi-
cientemente citot6xicas para causar morte celular nas camadas celulares subjacentes.

Descrigio do método de ensaio — ensaio em modelo de pele humana

Modelo de pele humana

Os modelos de pele humana podem ter diversas origens, mas devem sempre cumprir determinados critérios.
Assim, o modelo deverd ter um stratum corneum funcional e uma camada subjacente de células vivas. O stra-
tum corneum deverd ter uma funcdo de barreira adequada. Essa caracteristica poderd ser comprovada através
da demonstragdo da resisténcia do modelo a citotoxicidade apds aplicagdo de substancias comprovadamente
citotéxicas mas que normalmente nio conseguem atravessar o stratum corneum. Para além disso, deverd
demonstrar-se que o modelo permite obter resultados reprodutiveis em determinadas condi¢des experimen-
tais.

A viabilidade celular das células vivas do modelo deverd ser suficiente para permitir distinguir bem os resulta-
dos das substincias de controlo positivo e negativo. A viabilidade celular (medida, por exemplo, pela redugio
do MTT, ou seja, por um valor de DO) apds a exposigdo a substancia de controlo negativo deverd manter-se
em niveis aceitdveis para o modelo de pele especifico que esteja a ser utilizado. Da mesma forma, os valores
da viabilidade celular apds exposi¢do a substancia de controlo positivo (por comparagdo com a viabilidade
do controlo negativo) deverd também situar-se dentro de determinados limites. Mais importante ainda, o
modelo preditivo utilizado deverd ter sido certificado de acordo com normas de validagdo internacionais (2).

Procedimento de ensaio

Aplicagdo do material de ensaio

Para os materiais liquidos deverd ser aplicada uma quantidade suficiente para cobrir toda a superficie de pele
(no minimo 25 pl/cm?). Para os materiais s6lidos, deverd ser também aplicada uma quantidade suficiente para
cobrir toda a pele, e humidificada por forma a garantir um bom contacto com a pele; quando necessario, os
solidos poderdo ser moidos antes da aplicacdo. Deverd ser demonstrado que o método de aplicagdo utilizado
é adequado para diversos tipos quimicos (2). Apds o periodo de exposicdo, o material de ensaio deverd ser
cuidadosamente lavado da superficie da pele com uma solucio salina.

Medigdo da viabilidade celular

A viabilidade celular poderd ser medida através de qualquer método quantitativo devidamente validado. O
ensaio utilizado mais frequentemente ¢ a redugio do MTT, que permite comprovadamente obter resultados
fidveis e reprodutiveis entre laboratérios (2). O disco de pele é colocado numa solugdo MTT a 0,3 mg/ml, a
20-28°C, durante 3 horas. O precipitado azul de formazan é depois extraido (extraccio com solvente) e a
sua concentra¢do ¢ medida através da determinagdo da DO a um comprimento de onda entre 545 ¢ 595 nm.
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2.2.

Outras informacdes

O modelo de pele utilizado, tal como o protocolo exacto para o tempo de exposicdo, os procedimentos de
lavagem, etc., terdo um impacto significativo sobre os resultados em termos de viabilidade celular. Reco-
menda-se que a metodologia ¢ o modelo preditivo sejam calibrados através do ensaio de uma série de
padrdes a escolher de entre os produtos quimicos utilizados no estudo de validagio do ECVAM (3). Um dos
factores criticos serd a demonstragdo da reprodutibilidade do método utilizado infra e inter-laboratérios para
diversos produtos quimicos, de acordo com as normas internacionais. O método deverd cumprir, no minimo,
os critérios de validade cientifica jé definidos (2), e os resultados dos estudos de validagdo devem ser publica-
dos em revista cientifica dedicada a estudos comparativos.

DADOS

Tratamento dos resultados

Ensaio TER em pele de rato

Os valores de resisténcia (k€)) do material de ensaio, dos controlos positivo e negativo e de qualquer produto
quimico padrio utilizado deverdo ser apresentados sob a forma de uma tabela, incluindo todos os dados rela-
tivos aos replicados/repeticdo de experiéncias, os valores médios e as classificacdes dai deduzidas em termos
de corrosividade.

Ensaio em modelo de pele humana

Os valores da DO e os dados relativos aos célculos da percentagem de viabilidade celular do material de
ensaio, dos controlos positivo e negativo e de qualquer produto quimico padrio utilizado deverdo ser apre-
sentados sob a forma de uma tabela, incluindo todos os dados relativos aos replicados/repeticdo de experién-
cias, os valores médios e as classificacdes dai deduzidas em termos de corrosividade.

Avaliagdo e interpretacao dos resultados

Ensaio TER em pele de rato

Caso o valor médio de TER obtido para a substancia de ensaio seja superior a 5 k(), a substancia é conside-
rada ndo corrosiva. Se o valor do TER for inferior a ou igual a 5 kQ e se a substancia em causa ndo for ten-
sioactiva nem um composto organico neutro, serd considerada corrosiva.

Se a substancia for tensioactiva ou um composto organico neutro e se o valor de TER for inferior ou igual a
5 k€, poderd proceder-se a um tratamento com corante. Se o teor médio de corante dos discos for superior
ou igual ao teor médio de corante dos discos de controlo positivo com HCl a 36% testados em simultaneo,
o resultado da substincia de ensaio é um positivo verdadeiro e portanto a substincia deve ser considerada
corrosiva. Se o teor médio de corante dos discos for inferior ao teor médio de corante dos discos de controlo
positivo com HCl a 36% testados em simultineo, o resultado da substincia de ensaio é um falso positivo e
portanto a substancia deve ser considerada como ndo corrosiva.

Ensaio em modelo de pele humana

O valor de DO do controlo negativo representa 100% de viabilidade celular, pelo que os valores obtidos para
cada amostra de ensaio poderdo ser utilizados para calcular uma percentagem de viabilidade relativa em
relagdo ao controlo negativo. A percentagem que deverd ser considerada para separar os materiais de ensaio
corrosivos dos ndo corrosivos (ou para distinguir entre as diferentes classes de corrosividade) deverdo ser cla-
ramente definidos no modelo preditivo durante a validacio do método, e deve ser demonstrado, no quadro
do estudo de validagdo, que esse valor 4 apropriado (2).

APRESENTACAO DOS RESULTADOS

Relatério de ensaio
O relatério do ensaio deverd incluir, pelo menos, as seguintes informagdes:

Substdncia de ensaio:

— identificacdo, caracteristicas fisicas e, se necessdrio, fisico-quimicas. Se forem utilizadas substincias de
referéncia, deverd ser também apresentada a mesma informagdo em relagdo a essas substancias.

Condigdes do ensaio:
— procedimento de ensaio utilizado,

— descrigdo e justificacdo de eventuais modificacdes.



8.6.2000

Jornal Oficial das Comunidades Europeias

L 136/95

Resultados:

tabelas com os valores de resisténcia (ensaio TER) ou com as percentagens de viabilidade celular (ensaio
em modelo de pele humana) dos materiais de ensaio, dos controlos positivo e negativo e de qualquer
produto quimico padrio que tenha sido utilizado, incluindo todos os dados relativos aos replicados/repe-
ticdo de experiéncias e valores médios,

descricdo de outros efeitos eventualmente observados.

Discussdo dos resultados.

Conclusdes.
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Figura 1
Dimensdes do tubo de PTFE

~————l6mm—————-—

i

95 mm

0.5 mm

Dimensées do eléctrodo

Mola

81 mm

75 mm 78 mm

3 mm



8.6.2000 Jornal Oficial das Comunidades Europeias

L 136/97

Figura 2
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ANEXO II

«B.41. FOTOTOXICIDADE — ENSAIO DE FOTOTOXICIDADE — IN-VITRO 3T3 NRU

METODO

Introducio

A fototoxicidade é definida como uma reac¢do toxica decorrente da primeira exposicdo da pele a determina-
das substincias quimicas, com posterior exposi¢do a luz, ou por irradiagio da pele na sequéncia da adminis-
tragdo sistémica de uma substancia quimica.

A informacio decorrente do ensaio de fototoxicidade in vitro 3T3 NRU ¢é utilizada para definir o potencial
fototoxico de uma substancia em estudo, ou seja, a existéncia ou auséncia de possiveis riscos associados a
uma substincia em estudo, por exposi¢do a radiagdo UV e visivel.

Dado que o objectivo toxicoldgico do ensaio in vitro consiste na determinacio da fotocitotoxicidade decor-
rente da ac¢do combinada de uma substancia e da uma radiacio, o ensaio permite identificar compostos que
exibem fototoxicidade in vivo na sequéncia da sua administragdo sistémica e difusdo na pele, bem como com-
postos fotoirritantes na sequéncia da sua aplicagdo tépica na pele.

O ensaio de fototoxicidade in vitro 3T3 NRU foi elaborado e validado entre 1992 e 1997 no 4mbito de um
projecto conjunto UE/COLIPA (1) (2) (3), com o objectivo de estabelecer um método in vitro vélido destinado
a substituir os diversos ensaios in vivo utilizados. Num semindrio da OCDE realizado em 1996 foi recomen-
dada a adopgdo de uma abordagem sequencial in vitro para avaliar a fototoxicidade (4).

Os resultados do ensaio de fototoxicidade in vitro 3T3 NRU foram comparados com os efeitos de fototoxici-
dade/fotoirritacio aguda in vivo em animais e no homem, tendo o ensaio revelado uma excelente previsibili-
dade dos referidos efeitos. O ensaio ndo ¢ concebido para detectar outros efeitos nocivos decorrentes da acgio
combinada das substincias quimicas e a das radia¢des, nomeadamente a fotogenotoxicidade, a fotoalergia e a
fotocarcinogenicidade, embora muitas substancias quimicas que apresentam essas propriedades exibam uma
reac¢do positiva no ensaio de fototoxicidade in vitro 3T3 NRU. O ensaio ndo é também concebido para avaliar
o potencial fototdxico.

O apéndice I apresenta abordagem sequencial para a determinagdo da fototoxicidade de substincias quimicas.

Definicdes

Irradidncia: intensidade da radiacdo ultravioleta (UV) ou visivel que incide numa superficie, expressa em W/m?
ou mW/cm?.

Dose de radiagdo: quantidade (= intensidade x tempo) de radiacdo ultravioleta (UV) ou visivel que incide numa
superficie, expressa em joules (= W xs) por unidade de superficie (por exemplo, J/m? ou J/cm?).

Bandas de comprimentos de onda da radiagdo UV: as designacdes recomendadas pela CIE (Commission Internatio-
nale de I'Eclairage) sio: UVA (315-400 nm), UVB (280-315 nm) e UVC (100-280 nm). Utilizam-se também
outras designagdes: o limite entre UVB e UVA ¢é frequentemente situado a 320 nm, podendo as radiacdes
UVA subdividir-se em UV-A1 e UV-A2, com uma separagdo a cerca de 340 nm.

Viabilidade celular: pardmetro que mede a actividade total de uma populagdo celular (por exemplo, absor¢do
do pigmento vital vermelho neutro pelos lisosomas celulares); em fun¢do da varidvel determinada e do tipo
de ensaio realizado, é possivel correlacionar a viabilidade celular com o nimero total efou a vitalidade das
células.

Viabilidade celular relativa: viabilidade celular expressa em relacdo aos ensaios de controlo negativos (apenas
com o solvente) efectuados ao longo do procedimento de ensaio (+UV ou -UV), na auséncia da substancia
em estudo.

Modelo de previsdo: algoritmo utilizado para transformar os resultados de um ensaio de toxicidade numa pre-
visdo do potencial de toxicidade. No dmbito das presentes directrizes de ensaio, podem utilizar-se os parame-
tros PIF e MPE para transformar os resultados do ensaio de fototoxicidade in vitro 3T3 NRU numa previsio
do potencial fototéxico.

PIF (photo irritation factor — Factor de fotoirritagdo): factor obtido por comparacdo entre duas concentragdes
citotéxicas igualmente eficazes (ECsy) da substancia em estudo, respectivamente sem (-UV) e com exposi¢io
(+UV) a uma dose ndo citotéxica de radiacio UVA|visivel.

MPE (mean photo effect — Fotoefeito médio): pardmetro obtido por tratamento matematico do tragado de duas
curvas concentragio-efeito obtidas, respectivamente, sem (-UV) e com (+UV) exposi¢do a uma dose nio cito-
toxica de radiagio UVA|visivel.
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Fototoxidade: reaccdo toxica aguda decorrente da exposi¢do da pele a determinadas substancias quimicas e sua
posterior exposicdo a luz, ou por irradiacio da pele apds a administracdo sistémica de uma substancia qui-
mica.

Fotoirritagdo: subcategoria do termo “fototoxicidade” utilizada apenas para descrever as reacgdes fototoxicas da
pele decorrentes da exposicdo, por aplicagdo tépica ou administracio oral, a substancias quimicas. As referi-
das reaccdes fototoxicas provocam sempre danos celulares ndo especificos (do tipo eritema solar).

Fotoalergia: reac¢do imunoldgica adquirida, que ndo ocorre na sequéncia da primeira exposi¢do a substancia
quimica e a radiagdo, sendo necessdrio um perfodo de inducio de uma ou duas semanas para que se observe
reac¢do cutanea.

Fotogenotoxicidade: reac¢do genotOxica observada para um pardmetro genético, produzido na sequéncia da
exposi¢do das células a uma dose ndo genotdxica de radiacio UV/visivel e a uma substincia quimica ndo
genotoxica.

Fotocarcinogenicidade: carcinogenicidade induzida pela exposi¢do repetida as radiacbes e a uma substancia qui-
mica. Utiliza-se o termo “fotococarcinogénese” quando o efeito cancerigeno das radia¢des UV é reforcado pela
exposi¢do a uma substancia quimica.

Substincias de referéncia

Além da clorpromacina utilizada para o controlo positivo, que deve ser analisada paralelamente em cada
ensaio, recomenda-se a utilizacgdo como substancias de referéncia no ensaio de fototoxicidade 3T3 NRU de
um subconjunto das substincias quimicas utilizadas para o mesmo fim nos ensaios interlaboratoriais

1) (3) (13).

Consideragdes preliminares

Existem intimeras referéncias aos efeitos fototoxicos de muitas substancias (5) (6) (7) (8). A tinica caracteristica
comum das referidas substancias consiste na capacidade de absorver a energia luminosa da radia¢do solar. De
acordo com a primeira lei da fotoquimica (lei de Grotthaus-Draper), é necessdria a absorcdo de uma quanti-
dade suficiente de quanta de luz para que se observe fotorreac¢do. Deste modo, antes de realizar um ensaio
bioldgico em conformidade com as presentes directrizes, deve determinar-se o espectro de absor¢do no UV/vi-
sivel da substancia em estudo (por exemplo de acordo com a directriz 101 da OCDE). Caso o coeficiente de
extingdofabsor¢do molar seja inferior a 10 litroxmol™ xcm™, a substancia carece de potencial fotorreactivo,
ndo sendo necessdrio submeté-la ao ensaio de fototoxicidade in vitro 3T3 NRU nem a qualquer outro ensaio
bioldgico para a determinagio de efeitos fotoquimicos nocivos (apéndice I).

Principio de método

Foram identificados quatro mecanismos mediante os quais a absorcdo de luz por um croméforo pode ocasio-
nar uma reaccio fototdxica (7); todos os referidos mecanismos se traduzem em danos celulares. Deste modo,
o ensaio de fototoxicidade in vitro 3T3 NRU baseia-se na comparacdo da citotoxicidade de uma substancia
submetida a ensaio com ou sem exposicdo a uma dose ndo citotoxica de radiagdo UVA|visivel. No ambito do
ensaio, a citotoxicidade é expressa numa redugdo, em termos de concentragdo, da absor¢do do pigmento ver-
melho neutro vital [neutral red — NR (9)] 24 horas apds a administragdo da substincia em estudo e a irra-
diagdo.

Efectua-se uma cultura de células Balb/c 3T3 durante 24 h, até a formagdo de monocamadas. Para cada subs-
tancia em estudo, procede-se a pré-incubagdo, durante 1 h, de duas placas de 96 alvéolos com oito concentra-
cOes diferentes da substincia. Expde-se uma das placas a uma dose ndo citotéxica de 5 JJem? UVA
(experiéncia +UV), mantendo-se a outra na obscuridade (experiéncia —UV). Seguidamente, o meio de trata-
mento ¢é substituido, em ambas as placas, por um meio de cultura; apés uma nova incubagio de 24 h, deter-
mina-se a viabilidade celular por andlise da absor¢do do vermelho neutro (neutral red uptake — NRU) durante
3 h. Calcula-se a viabilidade celular relativa, expressa em percentagem das amostras de controlo isentas da
substincia em estudo, para cada uma das oito concentra¢des de ensaio. Para a previsdo do potencial fototd-
Xico, comparam-se as reaccdes, em termos de concentragdes, obtidas com (+UV) e sem (-UV) irradiagdo, em
geral ao nivel EC5, ou seja, a concentragdo que inibe a viabilidade celular em 50% relativamente as amostras
de controlo isentas da substancia.

Critérios de qualidade

Sensibilidade das células as radiacbes UVA — dados de referéncia: deve comprovar-se periodicamente a sensibili-
dade das células as radiacdes UVA. Para tal, as células sdo inoculadas a densidade utilizada no ensaio de foto-
toxicidade in vitro 3T3 NRU e irradiam-se as mesmas, no dia seguinte, com uma dose de 1 a 9 Jjcm? de
radiacdo UVA. Um dia depois, determina-se a viabilidade celular através do ensaio NRU. As células satisfazem
os critérios de qualidade se, na sequéncia da irradiacio com 5 Jjem? UVA, a sua viabilidade for superior ou
igual a 80% da viabilidade das amostras mantidas na obscuridade. A viabilidade obtida utilizando a dose
mdxima de radiagio UVA de 9 J/cm? ndo deve ser inferior a 50% da obtida com as amostras mantidas na
obscuridade. O processo deve repetir-se aproximadamente em cada 10 passagens celulares.

Sensibilidade das células das amostras de controlo negativas & radiagdo UVA — ensaio em curso: o ensaio satisfaz os
critérios de qualidade se as amostras de controlo negativas [células numa solugdo salina equilibrada de Earl
(earl's balanced salt solution — EBSS) contendo ou ndo 1% de dimetilssulféxido (DMSO) ou 1% de etanol
(EtOH)] no ensaio +UVA apresentarem uma viabilidade igual ou superior a 80% da das células ndo irradiadas,
no mesmo solvente, no ensaio paralelo realizado na obscuridade (- UVA).
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Viabilidade das amostras de controlo negativas: a densidade 6ptica absoluta (ODs4o ngu) determinada no extracto
NR das amostras de controlo negativas indica se as 1x10* células inoculadas por alvéolo apresentam um
tempo de replicagdo normal no decurso dos dois dias do ensaio. O ensaio satisfaz os critérios se a densidade
6ptica média (ODs4g npu) das amostras de controlo ndo tratadas for igual ou superior a 0,2.

Controlo positivo: paralelamente a cada ensaio de fototoxicidade in vitro 3T3 NRU deve efectuar-se um ensaio
com uma substancia fototoxica conhecida. Recomenda-se a utilizacdo de clorpromacina (CPZ), substincia de
controlo positivo utilizada no estudo de validagio EU/COLIPA. Foram definidos os seguintes critérios de acei-
tagdo para o uso de CPZ em conformidade com o protocolo normalizado do ensaio de fototoxicidade in vitro
3T3 NRU: CPZ irradiada (+ UVA), EC5, =0,1 a 2,0 pg/ml; CPZ ndo irradiada (- UVA), EC5, =7,0 a 90,0 pg/ml.
O factor de fotoirritagdo (PIF), ou seja, a variagdo da ECsq, deve ser de, pelo menos, 6.

Em vez da CPZ, podem utilizar-se nos referidos controlos positivos paralelos outras substancias fototdxicas
conhecidas, adequadas a categoria quimica ou as caracteristicas de solubilidade da substancia em estudo. Neste
caso, devem definir-se como critérios de aceitacdo para o ensaio, com base nos dados acumulados, os interva-
los dos valores da ECs; e o PIF ou o MPE.

Descri¢io do método
Preparagdo

Células

Recomenda-se a utilizacdo de uma linhagem celular permanente de fibroblastos de rato — Balb/c 3T3, clon
31 — proveniente do ATCC ou ECACC, idéntica a utilizada no ensaio de validagdo. Podem também obter-se
resultados satisfatérios por recurso a outras células ou linhagens celulares, aplicando o mesmo protocolo de
ensaio, se as condi¢des de cultura forem adequadas as necessidades especificas das células; todavia, nesse caso,
¢ necessdrio demonstrar a equivaléncia.

Deve comprovar-se regularmente que as células ndo estdo contaminadas por micoplasmas, devendo as mes-
mas apenas ser utilizadas se os resultados das referidas comprovagdes forem satisfatorios.

Uma vez que a sensibilidade das células as radiacdes UVA pode aumentar com o nimero de passagens, devem
utilizar-se células Balb/c 3T3 que tenham sido objecto do menor nimero possivel de passagens, preferivel-
mente menos de 100. Deve comprovar-se periodicamente a sensibilidade das células Balbjc 3T3 as radia¢des
UVA por recurso ao procedimento de controlo de qualidade descrito nas presentes directrizes.

Meios e condi¢des de cultura

Devem utilizar-se meios de cultura e condi¢des de incubagdo adequados as passagens celulares comuns e ao
procedimento de ensaio. No caso das células Balb/c 3T3, recomenda-se o uso de DMEM enriquecido com
10% de soro de bovino recém-nascido, 4 mM de glutamina, penicilina e estreptomicina, incubado a 37°C
numa atmosfera hiimida com 7,5% de CO,. E particularmente importante que as condi¢des de cultura celular
permitam manter o ciclo celular nos valores normais das células ou da linhagem celular utilizadas.

Preparacdo das culturas

Inoculam-se num meio de cultura de densidade adequada células provenientes de culturas-mée congeladas,
efectuando-se pelo menos uma subcultura antes de utilizd-las no ensaio de fototoxicidade in vitro 3T3 NRU.

Para o ensaio de fototoxicidade, inoculam-se as células num meio de cultura de densidade tal que impega a
confluéncia das culturas antes do termo do ensaio, ou seja, aquando da determinacdo da viabilidade celular
48 h apds a inoculacio das células. No caso das células Balb/c 3T3 cultivadas em placas de 96 alvéolos, reco-
menda-se uma densidade de 1x10* células por alvéolo.

Para cada substancia em estudo, inoculam-se as células de modo idéntico em duas placas diferentes de 96
alvéolos, mantendo-se as condi¢des de cultura ao longo de todo o ensaio, excepto durante o periodo de irra-
diagdo de uma das substancias (+radiagdo UVA|visivel), enquanto que a outra se mantém na obscuridade
(- radiagdo UVA/visivel).

Activacdo metabdlica

Embora, de modo geral, seja necessdrio recorrer a sistemas de activacdo metabélica para todos os ensaios in
vitro de previsdo do potencial genotdxico ou carcinogénico, no dominio da fototoxicologia ndo se conhece
ainda qualquer substincia quimica que necessite de uma transformagio metabdlica para actuar como fototo-
Xina in vivo ou in vitro. Por conseguinte, ndo se considera necessdrio nem cientificamente justificado utilizar
um sistema de activagdo metabdlica no presente ensaio.
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Substidncia em estudo — Preparacio

As substancias devem preparar-se imediatamente antes da utilizacdo, excepto se os dados de estabilidade mos-
trarem que é possivel armazend-las. Caso seja provdvel a ocorréncia de fotodegradacio rdpida, pode ser neces-
sdrio preparar as referidas substancias a luz vermelha.

As substincias em estudo sdo dissolvidas em solugdes-tampéo salinas, tais como uma solugdo salina equili-
brada de Earl (EBSS) ou uma solucdo-tampdo salina de fosfatos (phosphate buffered saline — PBS), que ndo
devem conter componentes proteicos nem corantes indicadores de pH que absorvam a luz, de modo a evitar
interferéncias durante a irradiacdo.

As substancias de ensaio fracamente soliiveis em dgua devem dissolver-se em solventes adequados numa con-
centragdo 100 vezes superior a concentragdo final desejada, diluindo-se de seguida na proporcio 1:100 com
a solucdo-tampdo salina. Caso se utilize um solvente, a sua concentracio volimica deve permanecer constante
(1%) em todas as culturas, isto ¢, tanto nas amostras de controlo negativo como nas amostras da substincia
em estudo em todas as concentracdes.

Recomenda-se o uso do dimetilssulféxido (DMSO) e do etanol (EtOH) como solventes. Podem utilizar-se
outros solventes de citotoxicidade reduzida (por exemplo, acetona), devendo contudo avaliar-se devidamente
as suas propriedades especificas, nomeadamente a possibilidade de reagir com a substancia em estudo, de
reduzir o efeito fototoxico ou de captar radicais.

Se necessdrio, pode recorrer-se a um agitador mecanico, a um banho de ultra-sons e/ou ao aquecimento a
37°C para facilitar a dissolugio.

Irradiacdo com UV — Preparacgio

Fonte de radiagdo: a escolha de uma fonte de radiagdo e de uma filtracio adequadas constitui o factor determi-
nante dos ensaios de fototoxicidade. As regides do visivel e do UVA encontram-se, em geral, associadas a
fotossensibilizagdo (7) (10), enquanto que a gama do UVB possui menor importincia neste dominio, apresen-
tando em contrapartida uma elevada citotoxicidade directa que é multiplicada por 1 000 entre 313 e 280 nm
(11). Os critérios de selec¢do da fonte de radiacio adequada devem incluir o requisito essencial da emissdo de
comprimentos de onda que a substdncia em estudo absorve; por outro lado, a dose de luz (passivel de ser
obtida num perfodo razodvel) deve ser suficiente para detectar os fotossensibilizadores conhecidos. Além
disso, os comprimentos de onda e as doses utilizadas ndo devem causar danos desnecessdrios ao sistema em
estudo, nomeadamente devidos a emissdo de calor (regido do infravermelho).

Considera-se que a melhor fonte de luz é produzida por simuladores de radiagdo solar, que utilizam arcos de
xénon ou arcos de mercirio dopado-halogeneto de metal. Estes ultimos apresentam a vantagem de emitir
menos calor e de ser mais econdmicos, mas nio reproduzem exactamente a luz solar. Dado que todos os
simuladores de radiacdo solar emitem quantidades considerdveis de radiacio UVB, devem utilizar-se filtros
adequados para atenuar os respectivos comprimentos de onda altamente citotéxicos.

No ensaio de fototoxicidade in vitro 3T3 NRU deve utilizar-se um espectro de irradidncia praticamente isento
de UVB (UVA:UVB ~ 1:20). A referéncia 3 inclui um exemplo da distribui¢do da irradiancia espectral do
simulador de radiagdo solar filtrada utilizado na validagio do ensaio de fototoxicidade in vitro 3T3 NRU (3).

Dosimetria: antes de cada ensaio de fototoxicidade deve comprovar-se a intensidade da radiagdo (irradidncia)
por recurso a um medidor de UV de banda larga adequado, previamente calibrado em fun¢do da fonte de
radiagio. Deve comprovar-se o desempenho do aparelho, recomendando-se para tal a utilizacio de um
segundo medidor de UV de referéncia do mesmo tipo, calibrado do mesmo modo. A utilizacdo, a intervalos
superiores, de um espectrorradidmetro para medir a irradiancia espectral da fonte de luz filtrada e comprovar
a calibracdo do medidor de UV de banda larga constitui a solugdo ideal, embora a manipulagdo dos instru-
mentos em causa necessite de pessoal devidamente qualificado.

O ensaio de validagio mostrou que a dose de 5 JJcm? (UVA) ndo apresenta citotoxicidade para as células
Balb/c 3T3, sendo suficientemente potente para activar as substancias quimicas fracamente fototéxicas. Para
obter 5 JJcm? no perfodo de 50 min, deve ajustar-se a irradidncia a 1,666 mW/cm? Caso se utilize outra
linhagem celular ou outra fonte de radiacdo, pode ser necessario adaptar ligeiramente a dose de raios UVA de
um modo que ndo danifique as células e seja suficiente para detectar as fototoxinas de referéncia. A duragio
da exposigido é calculada de acordo com a expressio:

dose de irradiacdo (J/cm?) x 1000
irradidncia (mW/cm?) x 60

t (min) = (1]=1Wseg.)

Condicdes de ensaio

A concentragdo méxima da substincia em estudo ndo deve exceder 100 mg/ml, uma vez que todas as subs-
tancias fototéxicas foram detectadas a concentragdes inferiores; além disso, a concentragdes superiores,
aumenta a incidéncia de falsos resultados positivos (13). O pH da concentra¢do mais elevada da substancia
em estudo deve ser adequado (compreendido entre 6,5 e 7,8).
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Devem determinar-se de forma adequada, em ensaios prévios, as gamas de concentra¢io da substancia em
estudo com (+UVA) e sem (-UVA) irradiacdo. A gama e o intervalo de uma série de concentragdes devem
ajustar-se de modo a que as curvas concentragdo-resposta sejam fundamentadas experimentalmente. Devem
utilizar-se concentra¢des em progressio geométrica, com um factor de dilui¢do constante.

Procedimento (')

Primeiro dia

Prepara-se uma suspens3o de 1x10° células/ml no meio de cultura e colocam-se 100 ml de meio de cultura
apenas nos alvéolos periféricos de uma placa de microtitulacio de 96 alvéolos (= ensaios em branco). Nos res-
tantes alvéolos colocam-se 100 ml de suspensdo de 1x10° células/ml (=1x10* célulasfalvéolo). Preparam-se
duas placas com cada substancia em estudo, destinando-se uma a determinar a citotoxicidade (~-UVA) e a
outra a fotocitotoxicidade (+UVA).

Incubam-se as células durante 24 h (7,5% CO,, 37°C) até a formagdo de uma monocamada semiconfluente.
O referido periodo de incubagdo permite a recuperagdo, a aderéncia e o crescimento exponencial das células.

Segundo dia

Ap6s a incubagdo, decanta-se o meio de cultura celular e efectuam-se, por alvéolo, duas lavagens com 150 pl
de EBSS/PBS. Adicionam-se 100 pl de EBSS/PBS com a concentracdo adequada da substincia em estudo ou,
no caso das amostras de controlo negativo, apenas solvente. Adicionam-se oito concentragdes diferentes da
substincia em estudo. Incubam-se as células com a substancia em estudo durante 60 minutos, na obscuridade
(7,5% CO,, 37°0C).

Na componente (+UVA) do ensaio, irradiam-se as células durante 50 minutos, a temperatura ambiente, atra-
vés da cobertura da placa de 96 alvéolos, com uma dose de 1,7 mW/cm? UVA (=5 J/cm?). Utilizar um venti-
lador para evitar a condensagdo de dgua sob a cobertura. Para o ensaio (~UVA), colocar na obscuridade a
segunda série de placas, a temperatura ambiente, durante 50 minutos (= tempo de exposi¢do aos raios UVA).

Decanta-se a solugdo de ensaio, efectuando duas lavagens com 150 ml de EBSS/PBS. Substitui-se a EBSS/PBS
pelo meio de cultura e incuba-se (7,5% CO,, 37°C) até ao dia seguinte (18-22 h).

Terceiro dia

Anélise microscépica

Examinam-se as células num microscopio com dispositivo de contraste de fase. Registam-se as alteracdes mor-
foldgicas das células devidas aos efeitos citotéxicos da substancia em estudo. A comprovagio em causa ¢ reco-
mendada com o objectivo de excluir erros experimentais, embora as observacdes efectuadas no seu ambito
ndo sejam utilizadas para avaliar a citotoxicidade nem a fototoxicidade.

Ensaio de absorcdo do vermelho neutro

Lavam-se as células com 150 pl de EBSS/PBS pré-aquecida. Remove-se a solugdo de lavagem sacudindo ligei-
ramente. Adicionam-se 100 pl de meio com NR e incuba-se durante 3 h a 37°C, em atmosfera himida com
7,5% CO,.

Apb6s a incubagdo, elimina-se o meio com NR e lavam-se as células com 150 ml de EBSS/PBS. Decanta-se e
enxuga-se totalmente a EBSS/PBS. (Alternativa: centrifugar a placa invertida.)

Adicionam-se exactamente 150 pl de solucdo de desorcdo do NR (solugdo de etanol/dcido acético recente-
mente preparada).

Agita-se rapidamente a placa num agitador de microplacas durante 10 min, até que o NR seja extraido das
células e forme uma solucdo homogénea.

Mede-se a densidade dptica do extracto de NR a 540 nm num espectrofotometro, utilizando como referéncia
os ensaios em branco. Armazenam-se os dados num ficheiro de formato adequado (por exemplo, ASCII), com
vista a0 seu tratamento posterior.

(1) A referéncia bibliografica 12 contém informagdes complementares.
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2.1

2.2
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2.3.1

RESULTADOS

Qualidade e quantidade dos resultados

Os dados devem permitir uma andlise significativa das respostas obtidas para cada concentragdo, com e sem
irradiagdo UVA|visivel. Caso se observe fototoxicidade, tanto a gama de concentra¢des como o intervalo entre
cada concentragdo devem ser estabelecidos de modo que permitam adaptar o tracado de uma curva aos dados
experimentais. Uma vez que a substancia em estudo pode ndo produzir efeitos citotdxicos @ concentragio-li-
mite de 100 mg/ml definida para o ensaio realizado na obscuridade (-UVA), exibindo todavia uma elevada
citotoxicidade no ensaio com irradiagdo (+UVA), pode ser necessdrio utilizar em cada componente do ensaio
gamas de concentra¢io de magnitude diversa, de modo a obter resultados de qualidade adequada. Caso ndo
se observe citotoxicidade em nenhuma das componentes do ensaio (-UVA e +UVA), bastard utilizar concen-
tracdes separadas por um intervalo aprecidvel, até 4 concentragio maxima.

Nao ¢ necessario comprovar um resultado claramente positivo, repetindo o ensaio. Os resultados claramente
negativos ndo necessitam também de comprovagdo caso o ensaio tenha sido realizado com concentragdes
suficientemente altas. Nessas circunstincias, bastard realizar um ensaio principal e um ou vdrios ensaios pré-
vios com o objectivo de definir as gamas de concentracdo.

Os ensaios cujos resultados se situem no limite do modelo de predicdo devem ser repetidos para fins compro-
vativos.

Caso se considere necessdrio repetir o ensaio, pode ser importante alterar as condi¢des experimentais de
modo a obter um resultado inequivoco. Neste contexto, a preparagdo das solucdes da substancia constitui um
aspecto fundamental. A alteragdo das referidas condigdes, expressa, por exemplo, na utilizagdo de co-solven-
tes, na trituracdo da amostra ou na utilizagdo de um banho de ultra-sons, pode, pois, revelar-se fundamental.
Como alternativa, pode também alterar-se o periodo da incubagdo antes da irradiagdo: no caso de substancias
instdveis em 4dgua, pode ser conveniente reduzir o referido periodo.

Tratamento dos resultados

Se possivel, deve determinar-se a concentracio de substancia em estudo que induz uma inibi¢do de 50% da
absor¢do celular de vermelho neutro (ECsg). Para tal, pode aplicar-se aos resultados de concentragio-resposta
qualquer método de regressio ndo linear adequado (de preferéncia, uma fungdo de Hill ou uma regressio
logistica) ou outros métodos de ajustamento (14). Antes de utilizar um determinado valor de ECs, nos cdlcu-
los posteriores, deve comprovar-se devidamente a qualidade do ajustamento. Podem também utilizar-se no
célculo do valor de EC5, métodos de ajustamento gréfico. Nesse caso, recomenda-se a utilizagio de papel pro-
babilistico (eixo x: log, eixo y: probit), uma vez que, frequentemente, a fun¢do concentragio-resposta se torna
praticamente linear na sequéncia da transformacio.

Avaliagio dos resultados (modelos de previsio)

Modelo de previsdo — versdo 1: factor de fotoirritagdo (PIF)

Se, tanto em presenca (+ UVA) como na auséncia (- UVA) de radiacdo, se obtiverem curvas concentracio-res-
posta completas, pode calcular-se o factor de fotoirritagdo (PIF) por recurso a férmula seguinte:

EC,, (- UV)

() PIF B+ UV

A obtengdo de um valor PIF <5 traduz a auséncia de potencial fotot6xico, enquanto que um PIF > 5 traduz a
existéncia de potencial fototdxico.

Se uma substéncia se revelar citotéxica quando irradiada (+ UVA) mas ndo na auséncia de irradiagdo (-UVA),
ndo é possivel calcular o PIF, embora o referido resultado indique a existéncia de potencial fototéxico. Em tais
casos, pode calcular-se um valor “>PIF” se o ensaio de citotoxicidade (- UV) tiver decorrido até a concentragio
de ensaio médxima (C,,), valor que se utiliza no célculo de “>PIF":

Cmax (_ UV)
EC., (+ UV)

50

®) >PIF =
Caso se obtenha apenas um valor “>PIF", qualquer valor superior a 1 traduz um potencial fototdxico.

Se ndo for possivel calcular a EC5, (-UV) nem a ECs, (+UV) porque a substincia ndo produz efeitos citotoxi-
cos mesmo a concentragdo de ensaio mdxima, tal significa que a substancia ndo possui potencial fototdxico.
Nessas condigdes, utiliza-se um “PIF = *1” tedrico para caracterizar o resultado.

Cmax (_ UV)

PIF =*1=
© Coue (+ UV)
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Caso se obtenha apenas um valor “PIF = *1”, o ensaio traduz a auséncia de potencial fototdxico.

Nos casos b) e ¢), devem tomar-se na devida conta as concentragdes obtidas no ensaio de fototoxicidade in
vitro 3T3 NRU aquando da previsdo do potencial fototdxico.

Modelo de previsdo — versdo 2: fotoefeito médio (MPE)

Como alternativa, pode utilizar-se uma nova versio do modelo de previsdo do potencial fototdxico elaborada
com base nos dados obtidos no estudo de validagio EU/COLIPA (15) e comprovada num ensaio “cego” reali-
zado no dmbito de um estudo posterior relativo a fototoxicidade in vitro de substancias utilizadas como filtros
de UV (13). Este modelo permite superar a limitagdo do modelo baseado no PIF nos casos em que ndo é pos-
sivel obter um valor de ECsy. O modelo utiliza o fotoefeito médio (MPE), que constitui um pardmetro baseado
na comparacdo das curvas concentragio-resposta, na sua totalidade. A Universidade Humboldt de Berlim ela-
borou um programa informdtico especial para a aplicagdo do modelo MPE, que pode obter-se gratuitamente.

Interpretagdo dos resultados

A obtengdo de um resultado positivo no ensaio de fototoxicidade in vitro 3T3 NRU (PIF =5 ou MPE 20,1)
indica que a substincia em estudo apresenta potencial fototoxico. Se o referido resultado foi obtido com con-
centragdes inferiores a 10 mg/ml, é provavel que a substdncia em estudo apresente também efeitos fototoxi-
cos em diversas condi¢des de exposigdo in vivo. Caso se obtenha um resultado positivo apenas com a concen-
tragdo de ensaio mdxima de 100 mg/ml, pode ser necessario, para avaliar o perigo ou o poder fototéxico, ter
em conta outros aspectos, tais como a penetracdo e a absorcdo cutdneas e a possivel acumulacio da substan-
cia na pele, ou submeter a substancia a outro tipo de ensaios, com o objectivo de confirmar os resultados, uti-
lizando, por exemplo, um modelo de pele humana in vitro.

A obtenc¢do de um resultado negativo no ensaio de fototoxicidade in vitro 3T3 NRU (PIF <5 ou MPE <0,1)
indica que a substancia em estudo ndo apresenta efeitos fototoxicos nas células de mamifero cultivadas nas
condi¢des em causa. Se for possivel submeter a substincia a ensaio até a concentragdo maxima de 100 mg/ml,
a obtenc¢do de um resultado negativo indica que a mesma ndo possui de potencial fototéxico, sendo imprové-
vel que produza efeitos fototoxicos in vivo. Nos casos em que se obtenham reacgdes toxicas idénticas (ECsq +
UV e EC5y —~UV) com concentragdes inferiores, devem interpretar-se os dados do mesmo modo. Todavia, caso
ndo se observe toxicidade (+UV e ~UV) e a solubilidade em dgua da substincia em estudo tenha limitado as
concentragdes utilizadas a menos de 100 mg/ml, pode questionar-se a compatibilidade da substdncia com o
método de ensaio, devendo encarar-se a possibilidade de realizar um ensaio de confirmagio (por exemplo,
com um modelo de pele in vitro ou ex vivo, ou um ensaio in vivo).

RELATORIO

Relatério do ensaio
O relatério do ensaio deve incluir as seguintes informacdes:

Substdncia em estudo:

— dados de identificagdo e n.° CAS, se conhecido,

— natureza fisica e pureza,

— propriedades fisico-quimicas relevantes para a realiza¢do do estudo,

— estabilidade e fotoestabilidade, se conhecidas.

Solvente:
— justificagdo da escolha do solvente,
— solubilidade da substancia em estudo no solvente,

— percentagem de solvente presente no meio de tratamento (EBSS ou PBS).

Células

— tipo e proveniéncia das células,

— auséncia de micoplasma,

— ntmero de passagens celulares, se conhecido,

— sensibilidade das células a radiacio UVA, determinada com o equipamento de irradiagdo utilizado no
ensaio de fototoxicidade in vitro 3T3 NRU.

Condicbes de ensaio a) — incubagdo antes do tratamento e apds o mesmo:
— tipo e composi¢do do meio de cultura,
— condigdes de incubagdo (concentragdo de CO,, temperatura e humidade),

— duragdo da incubagdo (tratamento prévio e posterior).
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Condigdes de ensaio b) — tratamento com a substdncia:

— fundamentacio da escolha das concentracdes da substancia em estudo utilizadas nos ensaios com e sem
irradiagdo UV/visivel,

— caso a substincia em estudo seja fracamente soliivel e ndo-citotéxica, fundamentacio da escolha da maior
concentragdo utilizada,

— tipo e composi¢do do meio de tratamento (solugdo-tampéo salina),

— duragdo do tratamento quimico.

Condigdes de ensaio c¢) — irradiacdo:

— fundamentacio da escolha da fonte de radiagio utilizada,

— caracteristicas da irradidncia espectral da fonte de radiacio,

— caracteristicas de transmissdofabsor¢do do filtro ou filtros utilizados,
— caracteristicas do radiémetro e condi¢des de calibragio,

— distancia entre a fonte de radiacdo e o sistema de ensaio,

— irradidncia UVA a referida distancia, expressa em mW/cm?,

— duragdo da exposicio a radiagio UV/visivel,

— dose de radiacio UVA (irradianciaxtempo), expressa em J/cm?,

— temperatura utilizada para as culturas celulares irradiadas e as culturas mantidas na obscuridade.

Condigdes de ensaio d) — ensaio NRU:

— composi¢do do meio NR,

— duragdo da incubagdo em NR,

— condigdes de incubagdo (concentragio de CO,, temperatura e humidade),

— condigdes de extraccdo do NR (agente de extrac¢do, duragio),

— comprimento de onda utilizado para a leitura espectrofotométrica da densidade 6ptica do NR,
— segundo comprimento de onda (referéncia), se aplicével,

— substancia utilizada para o ensaio em branco do espectrofotémetro, se aplicavel.

Resultados:

— viabilidade celular obtida para cada concentracio da substancia em estudo, expressa em percentagem da
viabilidade média dos controlos,

— curvas concentragdo-resposta (concentragdo da substincia em estudo — viabilidade celular relativa), obti-
das nos ensaios +UVA e ~UVA paralelos,

— andlise dos dados provenientes das curvas concentragio-resposta: se possivel, cdlculo automdtico/célculo
do valor de EC5, (+UVA) e EC5q (-UVA),

— comparagdo das duas curvas concentragdo-resposta obtidas com e sem irradiagdo UVA|visivel, calculando
o factor de fotoirritacio (PIF) ou o fotoefeito médio (MPE),

— classificagdo do potencial fototdxico,

— critérios de aceitacio do ensaio a) — controlo negativo paralelo:
— viabilidade absoluta (densidade 6ptica do extracto de NR) das células irradiadas e as ndo irradiadas,
— dados de referéncia do controlo negativo, média e desvio-padrio,
critérios de aceitacdo do ensaio b) — controlo positivo paralelo:
— ECs0 (+UVA), ECs5q (-UVA) e PIF da substancia de controlo positivo

— dados de referéncia da substancia de controlo positivo: ECsy (+UVA), ECs, (-UVA) e PIF, média e
desvio-padrio.

Discussdo dos resultados.

Conclusdes.
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Apéndice

Papel do ensaio de fototoxicidade 3T3 NRU numa abordagem sequencial dos ensaios de fototoxicidade

de substincias quimicas

Avaliagdo inicial
da substancia
(Q)SAR, fotoquimica

Espectros de

absorgdo UV/visivel Nao é necessario

em solventes Auséncia de p| realizar outros
adequados absorgdo ensaios
(exemplo: OCDE TG 101) fotobiologicos
Absor¢do
Ensaio de fototoxicidade IV VITRO 3T3 NRU
Até conc.
& > 100 pg/ml
& S
Até conc.
© < 100 pg/ml
v A4
Medidas A 4 L
i Auséncia de
regulamentares Ensaio de otencial
consoante o tipo confirmag¢iao validado f;; totéxico
de utilizagido (ver ponto 2.4) agudo
no homem

A 4

Ensaio in vitro
(3] de fotogenotoxicidade

Ensaio de fotoalergia

o

Ensaios de inocuidade
no ser humano»




