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I

(Actos cuja publicacdo é uma condicdo da sua aplicabilidade)

DIRECTIVA 2004/73/CE DA COMISSAO
de 29 de Abril de 2004

que adapta ao progresso técnico pela vigésima nona vez a Directiva 67/548/CEE do
Conselho, relativa a aproximacao das disposicoes legislativas, regulamentares e
administrativas respeitantes a classificacao, embalagem e rotulagem das substiancias
perigosas

(Texto relevante para efeitos do EEE)

A COMISSAO DAS COMUNIDADES EUROPEIAS,
Tendo em conta o Tratado que institui a Comunidade Europeia,

Tendo em conta a Directiva 67/548/CEE do Conselho, de 27 de Junho de 1967, relativa a
aproximacgdo das disposicOes legislativas, regulamentares e administrativas respeitantes a
classificacdo, embalagem e rotulagem das substincias perigosas1 e, nomeadamente, 0 seu
artigo 28.°,

Considerando o seguinte:

(1) O anexo I da Directiva 67/548/CEE contém uma lista de substdncias perigosas, bem
como elementos da classificacio e da rotulagem de cada substincia. Torna-se
necessario actualizar essa lista, de modo a incluir mais novas substiancias notificadas e
mais substancias existentes, e adaptar as entradas actuais ao progresso técnico
(estabelecendo, por exemplo, limites de concentracio para o ambiente para
determinadas  substincias). E igualmente necessdrio eliminar as entradas
correspondentes a determinadas substincias e subdividir outras entradas, por a
classificacdo ja ndo se aplicar a todas as substincias abrangidas pelas mesmas. Por
outro lado, a rotulagem das substancias que contém 1,3-butadieno deve ser alterada, de
modo a reflectir o facto de essa substincia ir ser classificada de mutagénica pela
presente directiva.

(2) O anexo V da Directiva 67/548/CEE estabelece os métodos para a determinacio das
propriedades fisico-quimicas, da toxicidade e da ecotoxicidade de substincias e
preparagdes. E conveniente alterar o referido anexo de modo a reduzir a0 minimo o
nimero de animais utilizados para fins experimentais, em conformidade com a
Directiva 86/609/CEE do Conselho, de 24 de Novembro de 1986, relativa a
aproximacdo das disposi¢des legislativas, regulamentares, e administrativas dos
Estados-Membros respeitantes a protec¢do dos animais utilizados para fins

' JO 196 de 16.8.1967, p. 1. Directiva com a tltima redacgiio que lhe foi dada pela Directiva 2001/59/CE da
Comissdo (JO L 225 de 6.8.2001, p. 1).
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3)

experimentais e outros fins cientificos’. Os métodos referentes a toxicidade oral
subcronica previstos nos capitulos B.1, B.4, B.5, B.31 e B.35 devem ser revistos em
conformidade. Para que se passe a dispor de um método mais afinado de determinacio
da toxicidade oral subcrénica, deve ser aditado ao anexo V um capitulo B.42.
Finalmente, para possibilitar a determinagdo de propriedades ainda ndo
suficientemente cobertas pelos métodos ja constantes do anexo V, devem ser aditados
um capitulo A.21, sobre propriedades fisico-quimicas, um capitulo B.43, sobre
toxicidade oral subcrénica, e um conjunto de capitulos, C.21 a C.24, sobre toxicidade
ambiental.

z

O disposto na presente directiva ¢ conforme com o parecer do Comité para a
adaptacdo ao progresso técnico das directivas que visam a eliminacdo dos entraves
técnicos ao comércio no sector das substincias e preparacdes perigosas,

ADOPTOU A PRESENTE DIRECTIVA:

Artigo 1.2

A Directiva 67/548/CEE ¢ alterada do seguinte modo:

1.

O anexo I € alterado do seguinte modo:
a) A nota K do predmbulo passa a ter a redacc¢io constante do anexo 1A;

b)  As entradas correspondentes as entradas constantes do anexo 1B da presente
directiva passam a ter a redac¢do constante do mesmo anexo;

c)  As entradas constantes do anexo 1C da presente directiva sdo inseridas em
conformidade com a sequéncia de entradas do anexol da
Directiva 67/548/CEE;

d)  As entradas com os niimeros de indice 604-050-00-X, 607-050-00-8, 607-171-
00-6 e 613-130-00-3 sdo eliminadas;

e) A entrada com o nimero de indice 048-002-00-0 ¢ substituida pelas entradas
com os numeros de indice 048-002-00-0 e 048-011-00-X constantes do
anexo 1D da presente directiva;

f) A entrada com o ndmero de indice 609-006-00-3 € substituida pelas entradas
com os ndmeros de indice 609-006-00-3 e 609-065-00-5 constantes do
anexo 1D da presente directiva;

g) A entrada com o nimero de indice 612-039-00-6 € substituida pelas entradas
com os numeros de indice 612-039-00-6 e 612-207-00-9 constantes do
anexo 1D da presente directiva.

O anexo V ¢ alterado do seguinte modo:

a) O texto constante do anexo2A da presente directiva ¢ aditado como
capitulo A.21;

b) O capitulo B.1bis € substituido pelo texto constante do anexo 2B da presente
directiva;

> JO L 358 de 18.12.1986, p. 1. Directiva com a ultima redaccio que lhe foi dada pela Directiva 2003/65/CE do

Parlamento Europeu e do Conselho (JO L 230 de 16.9.2003, p. 32).
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c) O capitulo B.1tris € substituido pelo texto constante do anexo 2C da presente
directiva;

d) O capitulo B4 ¢ substituido pelo texto constante do anexo 2D da presente
directiva;

e) O capitulo B.5 ¢ substituido pelo texto constante do anexo 2E da presente
directiva;

f) O capitulo B.31 € substituido pelo texto constante do anexo 2F da presente
directiva;

g) O capitulo B.35 ¢ substituido pelo texto constante do anexo 2G da presente
directiva;

h) O texto constante do anexo2H da presente directiva é aditado como
capitulo B.42 e capitulo B.43;

z

1) O texto constante do anexo 2l da presente directiva ¢ aditado como
capitulos C.21 a C.24.

Artigo 2.°

1. Os Estados-Membros adoptardo e publicardio as disposi¢Oes legislativas,
regulamentares e administrativas necessdrias para dar cumprimento a presente
directiva o mais tardar em 31 de Outubro de 2005. Os Estados-Membros
comunicardo imediatamente a Comissdo o texto dessas disposi¢cdes ¢ um quadro de
correspondéncia das mesmas com as disposi¢des da presente directiva. Quando os
Estados-Membros adoptarem tais disposi¢des, estas devem incluir uma referéncia a
presente directiva ou ser acompanhadas dessa referéncia aquando da sua publicacdo
oficial. As modalidades dessa referéncia serdo adoptadas pelos Estados-Membros.

2. Os Estados-Membros comunicardo a Comissdo o texto das principais disposi¢cdes de
direito interno que adoptarem no dominio regido pela presente directiva.

Artigo 3.°

A presente directiva entra em vigor 20 dias apds a sua publicagcdo no Jornal Oficial da Unido
Europeia.

Artigo 4.2
Os Estados-Membros s@o os destinatdrios da presente directiva.

Feito em Bruxelas, em 29 de Abril de 2004.

Pela Comissdo

Margot WALLSTROM
Membro da Comissdo
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ANEXO 1A
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Nota K:

Nao € necessdrio classificar a substincia como cancerigena ou mutagénica se for
possivel provar que a substincia contém menos de 0,1 % m/m, de 1,3-butadieno
(ndmero Einecs 203-450-8). Se a substincia ndo for classificada como cancerigena ou
mutagénica, devem ser aplicadas pelo menos as frases S (2-)9-16. A presente nota
aplica-se apenas a determinadas substincias complexas do anexo I derivadas do
petréleo.
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Notas explicativas N° CE N° CAS Classificacao Rotulagem Limites de concentracao Notas explicativas
sobre as sobre as
substincias preparacées
3,5- S:(2-)22-26-39-61
ilideno-
henz.04to
de cobre
dcido 2- 424-250-9 - Xi; R41 Xi
lazo]-5- R52-53 R: 41-52/53
S:(2-)26-39-61
benzenoss
uida de
ivado
ondente,
sio/sodio
424-260-3 - Repr.Cat.3; R62 Xn; N
|4- Xi; R41 R: 41-62-51/53
ctoxi-4- N; R51-53 S: (2-)22-26-36/37/39-
61
]-1,3,5-
idecil- 419-870-1 159038-16-1 R 33
olo[5,1-¢|- R:53
S: 61
-butil-1H- 415-910-7 152828-25-6 R43 Xi; N
iazole N; R51-53 R: 43-51/53
S: (2-)22-24-37-61
- 68049-83-2 T; R48/22 T; N C > 0.025 %: N; R50/53
Repr. Cat. 2; R61 R: 61-48/22-62-50/53 0.0025 % < C < 0.025 %: N;
Repr. Cat. 3; R62 S:53-45-60-61 R51/53
N; R50-53 0.00025 % < C < 0.0025 %:
R52/53
til-2'- 403-830-5 89331-94-2 R 52-53
enzofuran R:52/53
0]-3-ona S:61
407-400-8 59493-72-0 Xi; R41 Xi; N
X1)- N; R50-53 R: 41-50/53
,N- S: (2-)26-39-60-61
"X i-8- 406-770-8 149057-64-7 Xn; R48/22 Xn; N

Xi; R41

R: 41-43-48/22-50/53
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ANEXO 2A
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A.21. PROPRIEDADES DE COMBURENCIA (LIQUIDOS)

1. METODO

1.1 INTRODUCAO

O presente método de ensaio destina-se & determinagdo do potencial de uma substincia liquida de
aumentar a velocidade ou intensidade de combustio de uma substincia combustivel, ou de formar misturas
homogéneas com uma substincia combustivel que possam sofrer ignicdo espontidnea. O método baseia-se
no ensaio da ONU para liquidos comburentes(1), ao qual € equivalente. Todavia, uma vez que o método
A.21 se destina essencialmente a satisfazer as exigéncias da Directiva 67/548/CEE, apenas € necessdria a
comparagdo com uma substincia de referéncia. Caso se preveja que os resultados do ensaio sejam
utilizados para outros fins, pode ser necessirio efectuar ensaios complementares e comparagdes com outras
substancias de referéncia’.

Nido € necessdrio realizar o ensaio se uma andlise simples da férmula estrutural da substincia permitir
estabelecer com um grau de confianca elevado que a mesma nfo reage exotermicamente com matérias
combustiveis.

Antes de realizar o ensaio, € conveniente obter informacdes sobre eventuais propriedades explosivas da
substincia.

O método ndo ¢ aplicdvel a s6lidos, gases e outras substincias explosivas ou altamente inflamdveis, nem a
perdxidos orgdnicos.

Nao é necessdrio realizar o ensaio se existirem dados referentes & substincia em estudo obtidos por
aplicac@io do ensaio da ONU para liquidos comburentes(1).

1.2 DEFINICOES E UNIDADES

O tempo médio necessario para o aumento da pressao é a média dos tempos determinados necessdrios
para que a pressdio da mistura em estudo aumente de 690 kPa para 2070 kPa acima da pressio atmosférica.

1.3 SUBSTANCIA DE REFERENCIA

Utiliza-se como substincia de referéncia uma solugdo aquosa a 65%, em massa, de dcido nitrico de
qualidade analitica.”

Caso o experimentador preveja que os resultados do ensaio sejam utilizados para outros fins,' pode
revelar-se adequado efectuar ensaios com outras substincias de referéncia.’

A4 PRINCIPIO DO METODO DE ENSAIO

O liquido em estudo € misturado, na propor¢do 1:1, em massa, com fibras de celulose, e introduzido num
recipiente pressurizado. Se, durante o processo de mistura ou enchimento, ocorrer igni¢do espontanea, nio
¢é necessdrio prosseguir o ensaio.

Caso nflo ocorra ignicdo espontinea, realiza-se o ensaio na sua totalidade. A mistura é aquecida no
recipiente pressurizado, determinando-se o tempo médio necessdrio para que a pressdo aumente de 690 kPa
para 2070 kPa acima da pressdo atmosférica. Este tempo € comparado com o tempo médio necessdrio para
o aumento da pressdo da mistura na proporgdo de 1:1 da(s) substancia(s) de referéncia com celulose.

1.5 CRITERIOS DE QUALIDADE

Os resultados de uma série de cinco ensaios com uma determinada substincia ndo devem diferir em mais
de 30 % da média aritmética. Devem desprezar-se os resultados que mostrem uma divergéncia superior a
30 % relativamente & média, alterando-se os procedimentos de mistura e enchimento, apés o que deve
repetir-se o ensaio.

1 . A ~ . . .
Por exemplo, o ensaio no dmbito da regulamentacio da ONU relativa ao transporte de mercadorias perigosas.
2y o . . . -
O 4cido deve ser titulado antes do ensaio, de modo a confirmar a sua concentragio.
Na referéncia 1, por exemplo, utilizam-se dcido perclérico a 50%, em massa, e clorato de sédio a 40%, em massa.



30.4.2004 Jornal Oficial da Unidio Europeia L 152/153

1.6 DESCRICAO DO METODO
1.6.1 Preparacao
1.6.1.1 Substdncia combustivel

Utilizam-se como matéria combustivel fibras de celulose secas, de comprimento compreendido entre 50 e
250 um e didmetro médio 25 pm.4 As fibras sfio secas a massa constante, numa placa de espessura ndo
superior a 25 mm, a 105 °C, durante 4 horas, e mantidas num exsicador com exsicante, até ao
arrefecimento e utilizagdio. O teor de humidade da celulose seca deve ser inferior a (,5% em relacéo a
massa seca’. Para tal, se necessario, deve prolongar-se o tempo de secagem.6 Deve utilizar-se o mesmo lote
de celulose em todo o ensaio.

1.6.1.2 Equipamento
1.6.1.2.1 Dispositivo pressurizado

Deve utilizar-se um dispositivo constituido por um recipiente pressurizado de ago de forma cilindrica, com
89 mm de comprimento e 60 mm de didmetro externo (ver figura 1). Sfo maquinadas duas superficies
planas em lados opostos, reduzindo a seccdo local do recipiente para 50 mm, de modo a facilitar a
imobilizagdo durante a colocaclio dos obturadores de igni¢do e de ventilagdo. O recipiente, com um
didmetro interno de 20 mm, € rebaixado internamente em ambas as extremidades até uma profundidade de
19 mm e roscado para tubos normalizados BSP (British Standard Pipe) de 1", ou o seu equivalente no
sistema métrico. E enroscada & superficie curva do recipiente pressurizado uma tomada de pressio, a 35
mm de uma das extremidades, perpendicularmente as superficies planas maquinadas. O encaixe, roscado
para receber a rosca da tomada de pressdo (tubo normalizado BSP de 1/2", ou o seu equivalente no sistema
métrico), é realizado a uma profundidade de 12 mm. Se necessdrio, € instalada uma junta de material
inerte, de modo a assegurar estanquidade aos gases. A tomada de pressdo tem um comprimento exterior de
55 mm relativamente ao corpo do dispositivo e um furo axial com 6 mm de didmetro. A extremidade da
tomada de pressdo € rebaixada e roscada de forma a receber um transdutor de pressdo com diafragma.
Pode utilizar-se qualquer dispositivo de medigao de pressdo que ndo seja atacado pelos gases de combustio
ou produtos de decomposicdio e seja adequado a aumentos de pressio de 690-2070 kPa em ndo mais de 5
minutos.

A extremidade do recipiente pressurizado mais distante da tomada de pressio € tapada com um obturador
de ignicdo e munida de dois eléctrodos, um dos quais isolado do corpo do obturador e o outro ligado a
massa. A extremidade oposta do recipiente é fechada por um disco de ruptura adequado a uma pressdo de
ruptura de 2200 kPa, mantido em posi¢io por um obturador de reten¢do com um furo axial de 20 mm de
didmetro. Se necessdrio, € instalada uma junta de material inerte, de modo a assegurar estanquidade aos
gases. Durante a utilizagfio, o dispositivo € mantido na posi¢@o correcta por meio de um suporte (figura 2),
geralmente constituido por uma placa de aco macio com 235 mm x 184 mm x 6 mm e um tubo de 185 mm
de comprimento e sec¢do quadrada de 70 mm x 70 mm x 4 mm .

Séo cortados dois lados opostos na extremidade do tubo, de modo a obter uma estrutura constituida por
uma secglo de tubo intacto com 86 mm de comprimento prolongada por dois lados até a base. As
extremidades destes lados sfio cortadas de modo a formar um 4ngulo de 60° com a horizontal e soldadas a
placa de aco macio que constitui a base. F maquinada num dos lados da extremidade superior da base uma
fenda com 22 mm de largura e 46 mm de profundidade, de modo que, ao colocar o dispositivo
pressurizado com o obturador de ignicdio para baixo, a tomada de pressio encaixe na fenda. E soldada
face interna do lado inferior do tubo um espagador de aco com 30 mm de largura e 6 mm de espessura. O
dispositivo pressurizado é mantido firmemente em posicdo por dois parafusos de orelhas de 7 mm,
colocados no lado oposto, e apoiado inferiormente por dois elementos prismdticos de aco de 12 mm de
largura e 6 mm de espessura, soldados as pecas laterais na base da porcfo intacta do tubo.

4 Por exemplo, celulose Whatman para cromatografia em coluna, referéncia CF 11, n® de catdlogo 4021 050
5 Confirmado, por exemplo, através de uma titulacfio de Karl Fisher
% Como alternativa, pode obter-se o teor de humidade em causa por aquecimento a 105 °C, sob vicuo, durante 24 h.
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1.6.1.2.2 Sistema de igni¢do

O sistema de ignicao € constituido por um cabo de niquel-cromio de 25 cm de comprimento e 0,6 mm de
seccdio, com uma resisténcia de 3,85 ohm/m. O cabo é enrolado em forma de bobina por recurso a uma
haste de 5 mm de secgio, e ligado aos eléctrodos do obturador de ignigdo. A bobina deve apresentar uma
das configuragdes que se ilustram na figura 3. A distdncia entre a extremidade inferior do recipiente e a
superficie interior da bobina de igniciio deve ser de 20 mm. Caso os eléctrodos ndo sejam ajustiveis, as
extremidades do cabo de ignigdo entre a bobina e a base do recipiente devem ser isoladas por um elemento
de ceramica. O cabo € aquecido por ac¢iio de uma corrente continua de intensidade minima 10 A.

1.6.2 Realizacio do ensaio’

O dispositivo completo, incluindo o transdutor de pressdo e o sistema de aquecimento, mas sem o disco de
ruptura na respectiva posicdo, é colocado com o obturador de igni¢do para baixo. Com o auxilio de um
agitador de vidro®, misturam-se num recipiente de vidro 2,5 g do liquido em estudo com 2,5 g de celulose
seca. Por motivos de seguranga, a mistura deve ser executada com um dispositivo de seguranca interposto
entre o operador e a mistura. Em caso de igni¢@o durante os processos de mistura ou o enchimento, ndo é
necessdrio prosseguir o ensaio. A mistura € vertida em pequenas porgdes no recipiente pressurizado,
agitando ligeiramente, devendo assegurar-se a acumulagfio em torno da bobina de igni¢io, de forma a
estabelecer um bom contacto. A bobina nido deve ser distorcida durante o processo de enchimento, facto
que poderia determinar resultados erréneos’. O disco de ruptura € colocado na respectiva posicdo e o
obturador de retengio enroscado firmemente. O recipiente carregado, com o disco de ruptura no topo, é
transferido para o suporte, que deve estar colocado numa chaminé ou cdmara com protecciio. A fonte de
alimentacfio € ligada aos terminais externos do obturador de igni¢do, aplicando-se uma corrente de 10 A.
O tempo decorrido entre o inicio da mistura e o estabelecimento da corrente eléctrica ndo deve exceder 10
minutos.

O sinal produzido pelo transdutor de pressio € transmitido a um sistema adequado que permita a detecciio
e o registo continuos da alteracio da pressdo (por exemplo, um detector em continuo acoplado a um
registador). A mistura é aquecida até a ruptura do disco de ruptura ou até terem decorrido, pelo menos, 60
segundos. Caso o disco ndo sofra ruptura, deve deixar-se arrefecer a mistura antes de desmontar
cuidadosamente o dispositivo, tomando as precaugdes inerentes a uma eventual pressurizagdo. Realizam-se
cinco ensaios com a substincia em estudo e a(s) substéncia(s) de referéncia. Regista-se o tempo necessirio
para a pressiio aumentar de 690 kPa para 2070 kPa acima da pressdo atmosférica, calculando-se entdo o
tempo médio necessdrio para o aumento da pressdo.

Algumas substancias produzem um aumento de pressio excessivo ou demasiado reduzido, determinado
por reac¢des quimicas independentes das propriedades de comburéncia das substincias. Nesses casos, pode
ser necessario repetir o ensaio, utilizando uma substancia inerte, como, por exemplo, terra de diatomaceas
(kieselguhr), em vez da celulose, de modo a esclarecer a natureza da reaccdio.

7 As misturas de substincias comburentes com celulose devem ser consideradas potencialmente explosivas, devendo
manipular-se com os devidos cuidados.

Na pritica, pode preparar-se uma quantidade de mistura na propor¢do 1:1 do liquido em estudo com celulose superior a
necessdria para o ensaio, transferindo 5 £ 0,1 g da mesma para o recipiente pressurizado. A mistura deve ser preparada
antes de cada ensaio.

Deve evitar-se, em especial, o contacto entre espiras adjacentes da bobina.
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2 DADOS
Tempos necessarios para o aumento da pressio da(s) substincia(s) em estudo e de referéncia.
Tempos necessdrios para o aumento da pressdo no caso dos ensaios com substincias inertes, se for caso
disso.
2.1 TRATAMENTO DOS RESULTADOS

Calculam-se os tempos médios necessirios para o aumento da pressdo da(s) substincia(s) em estudo e de
referéncia.
Calcula-se o tempo médio necessdrio para o aumento da pressdo no ensaio com a substincia inerte, se
realizado.

O quadro | fornece alguns exemplos de resultados:

Quadro 1
Exemplos de resultados @

Tempo médio necessario para o
Substancia aumento da pressao
(mistura com celulose na
proporgao 1:1)
(ms)
Solucdo aquosa saturada de dicromato de amonio 20800
Solugdo aquosa saturada de nitrato de célcio 6700
Solugdo aquosa saturada de nitrato férrico 4133
Solucdo aquosa saturada de perclorato de litio 1686
Solugdo aquosa saturada de perclorato de magnésio 777
Solucdio aquosa saturada de nitrato de niquel 6250
Acido nitrico a 65 % 47679
Acido perclérico a 50 % 121¥
Acido perclérico a 55 % 59
Solugdo aquosa a 30% de nitrato de potdssio 26690
Solucdio aquosa saturada de nitrato de prata o
Solugdo aquosa a 40 % de clorato de sédio 25559
Solucdio aquosa a 45 % de nitrato de sédio 4133
Substancia inerte
Agua:celulose =

a) Valor médio com base em ensaios de comparacio interlaboratorial

b) Sem atingir a pressdo mdxima de 2070 kPa

c) As solugdes saturadas devem ser preparadas a temperatura de 20 °C

d) Ver areferéncia (1) para a classificacio no dmbito da regulamentac@o da ONU em matéria de
transporte de mercadorias perigosas.
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3 RELATORIO

3.1 RELATORIO DE ENSAIO
O relatério de ensaio deve incluir as seguintes informagdes:

— identidade, composiciio, grau de pureza, etc., da substincia em estudo;

— concentragiio da substincia em estudo;

— procedimento utilizado para a secagem da celulose;

— teor de humidade da celulose utilizada;

— resultados das determinagdes;

— resultados dos ensaios com substincias inertes, se for caso disso;

— tempos médios necessdrios para o aumento da pressdo determinados;

— quaisquer eventuais alteracdes do método e respectiva motivacdo;

— quaisquer informagdes complementares ou observagdes liteis para a interpretacio dos resultados;

32 INTERPRETACAO DOS RESULTADOS'°
Os resultados do ensaio sdo interpretados com base nos seguintes critérios:
a) eventual ignicdo espontinea da mistura da substincia em estudo com celulose: e

b) comparacdo do tempo médio necessdrio para o aumento da pressdo de 690 kPa para 2070 kPa com
idéntico pardmetro da(s) substincia(s) de referéncia.

Uma substincia liquida € considerada comburente se:

a) uma mistura da substincia com celulose na proporg¢éo 1:1, em massa, exibir ignicdo espontinea; ou

b) uma mistura na propor¢iio 1:1, em massa, exibir um tempo médio necessdrio para o aumento da
pressdo inferior ou igual ao tempo médio necessdrio para o aumento da pressdo de uma mistura na
proporc¢do 1:1, em massa, de solucdo aquosa de 4cido nitrico a 65% (em massa) e celulose.

De modo a evitar falsos resultados positivos, podem ser também tidos em conta na interpretagio dos

resultados, se tal for considerado necessdrio, os resultados obtidos num ensaio da substincia em estudo
com uma substincia inerte.

4 REFERENCIAS

(1) Recommendations on the Transport of Dangerous Goods, Manual of Tests and Criteria 3* edigdo
revista. Publicacdo da ONU No: ST/SG/AC.10/11/Rev. 3, 1999, pig. 342. Test O.2: Test for oxidizing
liquids.

10 NP . ~ Ay ~ .
Ver a referéncia n® 1 para a interpretagio dos resultados no dmbito da regulamentagio da ONU relativa ao transporte
de mercadorias perigosas, utilizando vdrias substincias de referéncia.
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Dispositivo pressurizado
(A) Corpo do recipiente pressurizado (B) Obturador de suporte do disco de ruptura (C) Obturador de ignicdo
(D) Junta de chumbo macio (E) Disco de ruptura (F) Tomada de pressao
(G) Cabega do transdutor de pressdo (H) Junta (J) Eléctrodo isolado
(K) Eléctrodo ligado a4 massa (L) Isolador (M) Cone de aco

(N) Ranhura de distor¢do da junta
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Figura 2

Suporte do dispositivo

21 12
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Figura 3

Sistema de ignicao

(A) Bobina de ignicio (B) Isolador (C) Eléctrodos (D) Obturador de ignicdo

Nota: Cada uma destas duas configuragdes pode ser utilizada.
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ANEXO 2B
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1.1

1.2

B.1 bis. TOXICIDADE ORAL AGUDA - PROCEDIMENTO DE DOSE FIXA

METODO

O presente método € equivalente ao “Test Guifeline” TG 420 da OCDE (2001)

INTRODUCAO

Os métodos tradicionais de avaliacfio de toxicidade aguda utilizam a morte dos animais como critério especifico. Em 1984,
foi sugerida pela British Toxicology Society uma nova abordagem ao ensaio da toxicidade aguda com base na
administracio de uma série de doses fixas (1). Esta abordagem evitava a utilizagdo da morte dos animais como um critério
especifico. O novo método baseava-se na observaciio de sinais evidentes de toxicidade ocorrentes a determinado valor de
uma série de doses fixas. Em 1992 e no seguimento dos estudos de validagio in vivo efectuados tanto no Reino Unido (2)
como internacionais (3), o procedimento foi adoptado como método de ensaio. Subsequentemente, as propriedades
estatisticas do Procedimento de Dose Fixa foram avaliadas em varios estudos utilizando modelos matematicos (4)(5)(6). Em
conjunto os estudos in vivo e de modelagdo mostraram que o procedimento € reprodutivel, utiliza um menor ndmero de
animais e causa menor sofrimento do que os métodos tradicionais, permitindo classificar as substdncias de um modo
semelhante a outros métodos de ensaio de toxicidade aguda.

No Documento de Orientacfio sobre Ensaios de Toxicidade Oral Aguda (7) podem consultar-se as orientagdes sobre a
seleccdo do método de ensaio mais apropriado a determinado fim. Este Documento de Orientagio contém igualmente
informagdo adicional sobre o procedimento e interpretacio do Método de Ensaio B.1.

Um dos principios basicos do presente método consiste na utilizagdo de doses moderadamente tdxicas no estudo principal,
evitando a administracdo de doses previsivelmente letais. Além disso, ndo € necessdrio administrar doses para as quais se
sabe previamente que causam dor e sofrimento ébvios, devido 4 sua acgio corrosiva ou fortemente irritante. Os animais
moribundos ou os animais que apresentam sinais ébvios de dor ou sofrimento grave e continuado devem ser sacrificados
sem dor e, na interpretagdo dos resultados do ensaio, devem ser considerados do mesmo modo que os animais que morrem
durante o ensaio. Os critérios sobre a decisdo de sacrificar animais moribundos ou em sofrimento grave, bem como as
orientagdes sobre a identificacdo de morte previsivel ou iminente, estdo incluidos separadamente num Documento de
Orientacio (8).

O presente método permite obter informagio sobre a perigosidade e possibilita a graduagio e classificaclo da substincia em
conformidade com o Sistema Harmonizado ao Nivel Mundial (GHS) para a classificacdo de substincias quimicas que
causam toxicidade aguda (9).

Antes de efectuar o estudo, o laboratério de ensaio deve ter em conta toda a informacfo disponivel sobre a substancia de
ensaio. Esta informacio incluird a identificac@o e a estrutura quimica da substincia, as suas propriedades fisico-quimicas, os
resultados de quaisquer outros ensaios de toxicidade da substdncia in vitro ou in vivo, dados toxicoldgicos sobre substincias
estruturalmente semelthantes e a(s) utilizagdo(des) prevista(s) para a substdncia. Esta informagao € necessdria para satisfazer
todos os envolvidos em relacéio a relevincia do ensaio ao nivel da proteccio da satide humana e serd (til na determinacio de
uma dose inicial apropriada.

DEFINICOES

Toxicidade oral aguda: refere-se ao conjunto de efeitos adversos que se manifestam apds a administracfio oral de uma
dose tnica da substincia ou de vdrias doses num perfodo de 24 horas.

Morte retardada: significa que o animal nfio morre nem aparenta estar moribundo num perfodo de 48 horas, mas morre
mais tarde, no decorrer do perfodo de observacio de 14 dias.

Dose: quantidade aplicada da substincia de ensaio. O valor da dose é expresso em peso de substincia de ensaio por unidade
de peso do animal (mg/kg).

Toxicidade evidente: termo geral que descreve a ocorréncia de sinais dbvios de toxicidade na sequéncia da administracéo
da substincia de ensaio (consultar os exemplos descritos em [3]) no qual a dose fixa mais elevada seguinte pode induzir, na
maior parte dos animais, dor intensa, sinais persistentes de distirbios graves, estado moribundo (os respectivos critérios sdo
apresentados no Documento de Orientagdo de Critérios Especificos sem Dor (8) ou, provavelmente, mortalidade.
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GHS: Sistema Harmonizado ao Nivel Mundial (Globally Harmonised System) para a Classificagio de Substancias
Quimicas e Misturas. Trat-se de um trabalhp conjunto da OCDE (salide humana e ambiente), do Comité de Peritos em
Transporte de Mercadorias Perigosas das Nagdes Unidas (propriedades fisico-quimicas) e da OIT (notificag@o de perigos) e
coordenado pelo Programa Interorganizagdes para a Boa Gestdo das Substincias Quimicas (Interorganisation Programme
for the Sound Management of Chemicals [IOMC}).

Morte iminente: situacio em que se prevé a ocorréncia de estado moribundo ou morte antes da préxima observagio
planeada. Alguns dos sinais indicativos deste estado em roedores incluem convulsdes, posigio lateral, posi¢io deitada e
tremores. (Consultar o Documento de Orientacdo de Critérios Especificos sem Crueldade [8] para mais detalhes.)

DLsy (Dose Letal Média): dose tnica, calculada estatisticamente, de uma substincia susceptivel de causar a morte de 50 %
dos animais quando administrada por via oral. O valor da DLsg € expresso em peso, de substincia de ensaio, por unidade de
peso do animal de ensaio (mg/kg).

Teste-limite refere-se a uma dose com o valor limite superior admitido pelo ensaio (2000 ou 5000 mg/kg).

Estado moribundo: encontrar-se num estado de morte ou de incapacidade de sobrevivéncia, mesmo com tratamento.
(Consultar o Documento de Orientagido de Critérios Especificos sem Dor|8] para mais detalhes.)

Morte previsivel: presenga de sinais clinicos indicativos de ocorréncia de morte em determinada altura (antes do final
planeado da experiéncia, por exemplo): incapacidade de alcancar dgua ou comida. (Consultar o Documento de Orientacdo
de Critérios Especificos sem Dor [§] para mais detalhes.)

1.3 PRINCIPIO DO METODO DE ENSAIO

Sdo administradas doses gradualmente crescentes a grupos de animais do mesmo sexo, usando as doses fixas de 5, 50, 300 e
2000 mg/kg (excepcionalmente pode utilizar-se uma dose fixa adicional de 5000 mg/kg; consultar a sec¢fio 1.6.2). A dose
inicial € escolhida com base num estudo preliminar de determinacfio de amplitude como a dose para qual € previsivel obter
alguns sinais de toxicidade sem causar efeitos téxicos graves ou mortalidade. Os sinais clinicos e as condicdes associadas
com dor, sofrimento e morte iminente, sdo descritos detathadamente num Documento de Orientagdes da OCDE separado
(8). Outros grupos de animais poderio ser sujeitos a dosagens, com doses fixas superiores ou inferiores, consoante a
presenca ou auséncia de sinais de toxicidade ou mortalidade. Repete-se este procedimento até identificacio da dose que
causa toxicidade evidente ou que provoque uma e apenas uma morte ou até a dose mais elevada no caso de nfo serem
observados quaisquer efeitos. O procedimento € imediatamente interrompido no caso de se registarem mortes & dose mais

baixa.
1.4 DESCRICAO DO METODO DE ENSAIO
1.4.1 Seleccao de espécies animais

A espécie preferida para ensaio € o rato, mas podem ser utilizadas outras espécies de roedores. Normalmente, utilizam-se
fémeas (7). Tal escotha deve-se ao facto de uma andlise da literatura cientifica relativa aos ensaios convencionais de DLsg
revelar que, habitualmente, a diferenca de sensibilidade entre os sexos € pequena e, nos casos em que sdo observadas
diferencas, as fémeas so, de um modo geral, ligeiramente mais sensiveis (10). No entanto, devem utilizar-se machos caso
as propriedades toxicoldgicas ou téxicocinéticas descritas para substincias quimicas estruturalmente semethantes;
indicarem que estes podem revelar maior sensibilidade. Quando o ensaio é efectuado com machos, deve ser apresentada
uma justificacdo adequada.

Devem ser utilizados animais adultos, jovens e sauddveis e pertencentes a estirpes laboratoriais de uso corrente. As fémeas
devem ser nuliparas e ndo-grdvidas. No inicio da administracio das doses, todos os animais devem ter idades
compreendidas entre as 8 e as 12 semanas e um peso compreendido no intervalo de * 20% do peso médio dos animais aos
quais foram anteriormente administradas doses.

1.42 Condicoes de alojamento e alimentacao

A temperatura do compartimento experimental dos animais deve ser de 22°C (x 3°C). A humidade relativa devera ser 50-
60%, embora sejam aceitdveis valores entre um minimo de 30% e um mdaximo que, de preferéncia, ndo deverd exceder
70%, salvo durante os perfodos de limpeza do compartimento. A iluminag¢@o deve ser artificial, com sequéncias de 12 horas
de luz e 12 horas de escuriddo. A alimentacdo pode basear-se em dietas de laboratério convencionais, com fornecimento
ilimitado de dgua para beber. Os animais aos quais € administrada a mesma dose, podem ser agrupados na mesma gaiola
desde que, o nimero de animais em cada gaiola nio impeca a observacio clara de cada um deles.
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1.43

1.4.4

1.5

1.5.1

1.5.2

Preparacao dos animais

Os animais s@o escolhidos ao acaso, marcados de modo a permitir uma identificagio individualizada e mantidos nas suas
gaiolas durante, pelo menos, 5 dias antes do inicio da administragio das doses de modo a permitir que se aclimatem as
condigdes laboratoriais.

Preparacao das doses

De um modo geral, as substincias de ensaio devem ser administradas num volume constante ao longo de toda a gama de
doses a ensaiar através da variagio da concentragdo na preparacio da dose. No entanto, para o caso do ensaio de um produto
ou de uma mistura no estado liquido, pode ser mais relevante para a avaliaciio de risco subsequente, a utilizacdo da
substincia de ensaio sem qualquer diluicdo, ou seja, a concentracdo constante, sendo este um requisito apresentado por
algumas autoridades competentes. Em qualquer dos casos, ndo deve ser excedido o volume mdiximo da dose a ser
administrada. O volume méiximo de liquido que pode ser administrado de cada vez, depende do tamanho do animal de
ensaio. No caso de roedores, em condigdes normais o volume ndo deve exceder | ml/100 g de peso corporal. Para solugdes
aquosas, contudo, pode ser considerada a dose de 2 ml/100 g de peso corporal. Recomenda-se que, sempre que possivel,
seja considerada em primeiro lugar a utilizagdo de uma solugio/suspensido/emulsdo aquosa; caso tal nfo seja vidvel, pode
considerar-se o uso de uma solugfio/suspensdo/emulsiio em 6leo (por exemplo, dleo de milho); em tltima instincia, poderd
eventualmente recorrer-se ao uso de solugdes noutros excipientes. Devem conhecer-se as caracteristicas tdxicas dos
excipientes que nfio sejam a dgua. As doses devem ser preparadas pouco tempo antes da sua administragdo, a menos que a
estabilidade da preparacdo ao longo do periodo de utilizagdo seja conhecida e tenha sido considerada aceitdvel.

PROCEDIMENTO
Administracao de doses

A administracdo deve ser feita numa toma tnica, por sonda esofigica, usando tubo estomacal ou cénula de intubacio
apropriada. Nos casos raros em que nio € possivel a administragdo de uma toma Unica, a dose pode ser administrada em
frac¢des menores ao longo de um perfodo ndo superior a 24 horas.

Os animais devem ser sujeitos a jejum antes da administragdo das doses (por exemplo, no caso de ratos, ndo deve dar-se
comida durante a noite, mas deve manter-seo fornecimento de dgua; no caso de ratinhos, a comida deve ser suspensa
durante 3-4 horas e deve ser mantida o fornecimento de dgua). Apds o periodo de jejum, os animais devem ser pesados e
deve ser administrada a substincia de ensaio. Apds a administracio da substincia, pode evitar dar-se comida durante 3-4
horas para ratos e 1-2 horas para ratinhos. Nos casos de administracio fraccionada da dose durante um certo lapso de
tempo, pode ser necessdrio dar comida e d4gua aos animais consoante a duragdo do perfodo de administrago.

Estudo de determinacao de amplitude

O objectivo do estudo de determina¢do de amplitude consiste em seleccionar a dose inicial apropriada para o estudo
principal. A substincia de ensaio € administrada a um tnico animal de uma forma sequencial segundo os fluxogramas do
Anexo 1. O estudo de determinacio de amplitude termina quando se pode seleccionar a dose inicial para o estudo principal
(ou se for registada uma morte a dose fixa mais baixa).

Para o estudo de determinagdo de amplitude, a dose inicial € seleccionada de entre as doses fixas de 5, 50, 300 e 2000
mg/kg, como sendo a dose que se prevé, poder causar toxicidade evidente com base, se possivel, nas evidéncias de dados in
vivo e in vitro da mesma substincia quimica ou de substincias quimicas estruturalmente semethantes. Na auséncia de tal
informac@o, a dose inicial serd de 300 mg/kg.

O intervalo de aplicac@o de doses a cada animal serd de, pelo menos, 24 horas. Todos os animais devem ser observados
durante um perfodo de, pelo menos, 14 dias.

Excepcionalmente e apenas quando justificado por necessidades regulamentares especificas, pode ser considerada a
utilizacdo de uma dose fixa superior adicional de 5000 mg/kg (consultar o Anexo 3). Por razdes de proteccio dos animais, é
desencorajado o ensaio de animais na Categoria 5 do SHG (2000-5000 mg/kg). Esta dose s6 deve ser considerada quando
existe uma elevada probabilidade dos resultados deste ensaio terem relevancia directa na protecciio dos animais, da satide
humana ou do ambiente.
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Nos casos em que o animal de ensaio morre no estudo de determinagio de amplitude quando se aplica a dose fixa mais
baixa (5 mg/kg), o procedimento normal consiste em terminar o estudo e classificar a substincia na Categoria | do GHS (tal
como se indica no Anexo 1). No entanto, se for necessdria uma confirmacfo adicional, pode ser efectuado um procedimento
experimental suplementar, tal como se descreve seguidamente. Aplica-se uma dose de 5 mg/kg a um segundo animal. Se o
segundo animal morrer confirma-se a Categoria 1 do GHS e o estudo é imediatamente terminado. Se o segundo animal
sobreviver, serd entdo administrada a dose de 5 mg/kg a um maximo de mais trés animais. Dado que neste caso o risco de
mortalidade ¢ elevado, a administragiio das doses a estes animais deve ser feita de um modo sequencial, de modo a proteger
os animais. O intervalo, entre a aplicacio da dose a cada um dos animais, deve ser suficiente para assegurar a provivel
sobrevivéncia do animal anterior. Se ocorrer uma segunda morte, a sequéncia de aplicacdo da dose serd terminada
imediatamente ¢ ndo serdo ensaiados mais animais. Dado que, a ocorréncia de uma segunda morte (independentemente do
ndmero de animais ensaiados até ao final do estudo) € classificdvel no resultado A (2 ou mais mortes), segue-se a regra de
classificacfio do Anexo 2 para a dose fixa de 5 mg/kg (Categoria 1, se ocorrerem 2 ou mais mortes, ou Categoria 2, se ndo
ocorrer mais do que 1 morte). Além disso, apresentam-se no Anexo 4 as orientagdes sobre a classificacfio segundo o sistema
da UE, vélido até a implementagfio do novo GHS.

1.53 Estudo principal
1.5.3.1 Nimero de animais e doses

Nos do Anexo 2 apresentam-se os procedimentos a seguir apss o ensaio com a dose inicial. E necessdrio proceder de uma
das trés formas seguintes: terminar os ensaios e classificar a substincia na classe de perigosidade apropriada, prosseguir os
ensaios como uma dose fixa superior, ou prosseguir os ensaios com uma dose fixa inferior. No entanto, por uma questao de
protecciio dos animais, a dose que causou morte, no estudo de determinaciio de amplitude, ndo deve ser repetida no estudo
principal (consultar Anexo 2). A experiéncia prévia € indicativa de que o resultado mais provdvel da dose inicial serd a
possibilidade de classificacdo da substincia, o que torna desnecessdrios quaisquer ensaios adicionais.

Serd normalmente utilizado um total de cinco animais do mesmo sexo para cada dose investigada. O grupo de cinco animais
serd constitu{do por um animal do estudo prévio, ao qual foi administrada a dose seleccionada e de quatro outros animais
(excepto, em casos raros, se a dose utilizada no estudo principal ndo tiver sido incluida no estudo de determinacio de
amplitude).

O intervalo de tempo entre a aplicagdo de doses em cada nivel é determinado pelo aparecimento, duracio e gravidade dos
sinais de toxicidade. O tratamento dos animais com a dose seguinte deve ser adiado até ser possivel estabelecer com
seguranga a sobrevivéncia dos animais previamente tratados. Recomenda-se um perfodo de 3 ou 4 dias entre a
administracdo das doses para cada nivel de dosagem, se necessdrio, de modo a permitir a detecgdo de efeitos toxicos
retardados. O intervalo de tempo pode ser ajustado se necessdrio, por exemplo, em caso de resposta inconclusiva.

No caso de se considerar a utilizagdo da dose fixa mdxima de 5000 mg/kg, deve proceder-se em conformidade com o
procedimento descrito no Anexo 3. (Consultar igualmente a sec¢io 1.6.2.)

1.53.2 Teste-limite

O teste-limite € utilizado, essencialmente, em situa¢des nas quais o analistatem informagdo indicativa de o material de
ensaio nfo ser provavelmente toxico, ou seja, sé apresenta toxicidade acima das doses-limite regulamentadas. A informacio
sobre a toxicidade do material de ensaio pode ser obtida a partir de ensaios em compostos semelhantes ou de ensaios de
misturas ou produtos semelhantes, tendo em consideraciio a identificagio e percentagem dos componentes cuja relevincia
toxicoldgica é conhecida. Nos casos em que a informacdo sobre a toxicidade, do material de ensaio, é limitada ou
inexistente, ou nos casos em que € previsivel que o material a ensaiar seja toxico, deve ser efectuado o estudo principal.

Usando o procedimento normal para este ensaio, o teste-limite pode ser efectuado gracas a um estudo de determinagio de
amplitude com uma dose inicial de 2000 mg/kg (ou, excepcionalmente, de 5000 mg/kg), seguido da administragio da dose a
mais quatro animais.

1.6 OBSERVACOES

Apds a aplicac@o da dose, os animais devem ser observados individualmente pelo menos uma vez durante os primeiros 30
minutos e periodicamente durante as primeiras 24 horas, com especial cuidado nas primeiras 4 horas. Seguidamente, &
necessdrio observar os animais diariamente durante um periodo de 14 dias, excepto se for necessdrio retird-los do estudo e
sacrificd-los, sem dor, por motivo do bem-estar dos animais, ou se forem encontrados mortos. No entanto, a duragio do
periodo de observaciio ndo deve ser estabelecida de uma forma rigida, mas determinada com base nas reaccdes de
toxicidade, velocidade do seu aparecimento e duracfio do periodo de recuperacio, que pode ser prolongado, se for
considerado necessdrio. O momento em que os sinais de toxicidade aparecem e desaparecem sdo importantes, sobretudo se
os sinais de toxicidade tendem a aparecer de uma forma retardada (11). Todas as observagdes sfo registadas
sistematicamente, mantendo-se uma ficha individual para cada animal.
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1.6.1

1.6.2

N —

3.1

Serfio necessdrias observagdes adicionais se os animais continuaram a apresentar sinais de toxicidade. As observagdes
devem incluir alteragdes na pele e pélos, olhos e membranas mucosas, aparelho respiratdrio, aparelho circulatdrio, sistema
nervoso auténomo e central, assim como da actividade somatomotora e comportamental. Devem ser observados com
especial atenciio os tremores, convulsdes, salivaciio, diarreia, letargia, sono e coma. Devem ser tomados em consideragiio os
principios e critérios resumidos no Documento de Orientagfo de Critérios Especificos sem Dor (8). Os animais que forem
encontrados em estado moribundo e os animais que apresentarem dores violentas ou sinais de sofrimento grave e
continuado devem ser sacrificados sem dor. Quando os animais forem sacrificados a fim de evitar dor ou se forem
encontrados mortos, deve ser registado o momento da morte com o maior rigor possivel.

Peso corporal

O peso individual dos animais deve ser determinado pouco antes da administragdo da substincia de ensaio e, seguidamente,
pelo menos uma vez por semana. Devem ser calculadas e registadas todas as variagdes de peso. No final do ensaio, os
animais sobreviventes sdo pesados e, seguidamente, sacrificados sem dor.

Patologia

Todos os animais de ensaio (incluindo os que morreram durante o ensaio ou que foram retirados do ensaio por motivos de
preservagido do seu bem-estar) devem ser sujeitos a uma autopsia pouco pormenorizada. Devem ser registadas as alteracdes
patoldgicas principais observadas em cada animal. Deve também ser considerada a realizac3o de um exame microscopico
dos 6rgios que mostrem sinais de patologia grave em animais que sobreviveram, no minimo, durante 24 horas apés a
aplicagio da dose inicial, ja que este exame pode fornecer informagio dtil.

2 DADOS

Devem ser apresentados os dados individuais para cada animal. Adicionalmente, todos os dados devem ser resumidos em
forma tabular, mostrando, para cada grupo de ensaio, o nimero de animais utilizado, o nimero de animais que apresentaram
sinais de toxicidade, o nlimero de animais que foram encontrados mortos durante o ensaio ou que foram sacrificados a fim
de evitar dor, o momento da morte de cada um dos animais, a descri¢do e evolug@o temporal dos efeitos de toxicidade e sua
reversibilidade, assim como os resultados da autdpsia.

RELATORIO

RELATORIO DO ENSAIO

O relatério do ensaio devera incluir as seguintes informagdes:
Substincia de ensaio:

— natureza fisica, pureza e propriedades fisico-quimicas relevantes (incluindo isomerizagao);
— dados relativos & identificagdo quimica, incluindo ndimero CAS.

Excipiente (se apropriado):
— caso o excipiente ndo seja dgua, uma justificagio para a sua escotha.
Animais de ensaio:

— espécie/estirpe usada;

— estado microbioldgico do animal, caso seja conhecido;

— numero, idade e sexo dos animais (incluindo, quando necessdrio, uma justificacio para o uso de machos em vez de
fémeas);

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

Condigdes do ensaio:

— informaglio pormenorizada sobre a formulagio da substincia de ensaio, incluindo informagio detalhada sobre a
forma fisica do material administrado;

— informagfio pormenorizada sobre a administragio da substincia de ensaio, incluindo volume das doses e momento de
aplicacfio;

— informacfo pormenorizada sobre a qualidade dos alimentos e da dgua (incluindo tipo e origem da dieta e origem da
dgua)

— justificagfo para a escolha da dose inicial.
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Resultados:

— tabela dos dados de resposta e da dose para cada animal (ou seja, animais que apresentaram sinais de toxicidade,
incluindo mortalidade, natureza, gravidade e duraciio dos efeitos):

— tabela com indicac@o do peso corporal e suas variagdes;

— pesos individuais de animais no dia em que € aplicada a dose, uma vez por semana no restante periodo e na altura da
sua morte ou sacrificio;

— data e momento da morte, no caso de ocorréncia de morte antes do sacrificio previsto;

— evolugio temporal do aparecimento de sintomas de toxicidade e sua reversibilidade, para cada animal;

— resultados da autdpsia e resultados histopatolégicos para cada animal, caso se encontrem disponiveis.

Andlise dos resultados.

Conclusdes.
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ANEXO 3

CRITERIOS PARA A CLASSIFICACAQ DE SUBSTANCIAS DE ENSAIO COM VALORES PREVISIVEIS DE
LDsy SUPERIORES A 2000 MG/KG PARA AS QUAIS NAO E NECESSARIO EFECTUAR ENSAIO.

Os critérios para a Categoria 5 de perigosidade destinam-se a permitir a identificagio de substincias de ensaio que
representam um perigo de toxicidade aguda relativamente baixo, mas que, em certas circunstincias, podem representar perigo
para populagdes vulneraveis. E previsivel que estas substincias apresentem valores de DLsy orais ou dérmicos na gama de
2000-5000 mg/kg ou dose equivalente para outras vias. As substincias de ensaio podem ser classificadas na categoria de
perigosidade definida por: 2000mg/kg <DLsy < 5000mg/kg (Categoria 5 do GHS) nos seguintes casos:

a) se classificadas nesta categoria por qualquer dos esquemas de ensaio do Anexo 2, baseados nas incidéncias de

mortalidade;

b) se houver prova fidvel indicativa de que os valores de DLs, se encontram na gama correspondente & Categoria 5
ou se outros estudos em animais ou sobre efeitos de toxicidade em seres humanos forem indicativos de
preocupaciio acentuada em relagfio a salvaguarda da salide humana;

¢) através de extrapolaciio, estimativa ou medig¢iio de dados, desde que nio seja garantida a atribui¢fio a uma classe
mais perigosa, e

— quando existe informagdo fidvel indicativa de efeitos de toxicidade significativos em seres humanos, ou

— quando nio ¢é registada mortalidade nos ensaios por via oral até doses correspondentes aos valores para a

Categoria 4, ou

— quando os especialistas sdo da opinido de que ndo se verificam sintomas clinicos de toxicidade significativos
para ensaios até doses com valores correspondentes & Categoria 4, com excepgio de diarreia, erecciio pilosa ou
ma aparéncia, ou

— nos casos em que os especialistas confirmem a existéncia de informacfo fidvel, proveniente de outros estudos
com animais, indicativa da existéncia de potenciais efeitos agudos significativos.

ENSAIOS COM DOSES SUPERIORES A 2000 MG/KG

Apenas pode ser considerada a utilizacio de uma dose fixa superior adicional de 5000 mg/kg, em casos excepcionais e
justificados por necessidades especificas legais. Devido ao reconhecimento da necessidade de proteger o bem-estar dos
animais, os ensaios com doses de 5000 mg/kg siio desencorajados e s6 devem ser considerados no caso de ser muito provavel
que os resultados desse ensaio tenham especial relevincia para a protec¢ido animal ou da satide humana (9).

Estudo de determinac¢iao de amplitude

As regras de decisiio para o procedimento sequencial apresentado, no Anexo 1, serfio aplicadas ao ensaio com dose de 5000
mg/kg. Assim, quando se utiliza uma dose de 5000 mg/kg no estudo de determinagdo de amplitude, o resultado A (morte)
requer o ensaio com um segundo animal com uma dose de 2000 mg/kg. Os resultados B e C (toxicidade evidente ou sem
toxicidade) permitem a seleccio da dose de 5000 mg/kg, como dose inicial do estudo principal. De igual modo, para uma dose
inicial diferente de 5000 mg/kg, o ensaio € realizado até a dose de 5000 mg/kg se o resultado da dose de 2000 mg/kg for B ou
C. No caso de se obter um resultado A na subsequente dose de 5000 mg/kg, a dose inicial do estudo principal devera ser 2000
mg/kg, enquanto para resultados B ou C deve utilizar-se uma dose inicial de 5000 mg/kg no estudo principal.

Estudo principal

As regras de decisdo para o procedimento sequencial apresentado, no Anexo 2, serdo aplicadas ao ensaio com dose de 5000
mg/kg. Assim, quando se utiliza uma dose de 5000 mg/kg no estudo principal, o resultado A (= 2 mortes) requer o ensaio com
um segundo grupo, com uma dose de 2000 mg/kg. Os resultados B (toxicidade evidente e/ou <1 morte) ou C (sem toxicidade)
niao permitem a classifica¢do da substincia em conformidade com o GHS. De igual modo, para uma dose inicial diferente de
5000 mg/kg, o ensaio € realizado até a dose de 5000 mg/kg se o resultado da dose de 2000 mg/kg for C. No caso de se obter
um resultado A na subsequente dose de 5000 mg/kg, a substiincia serd classificada na Categoria 5 do GHS, enquanto um
resultado B ou C ndo permite a classificagiio da substincia.
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ANEXO 2C
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B.1 tris. TOXICIDADE ORAL AGUDA - METODO DE CLASSIFICACAO DE TOXICIDADE AGUDA

1. METODO

O presente método é equivalente ao “Test Guideline” TG 423 da OCDE (2001

1.1 INTRODUCAO

O método de classiticagiio de toxicidade aguda (1) estabelecido no presente ensaio € um procedimento gradual
que utiliza 3 animais do mesmo sexo por etapa. Em média, consoante a mortalidade e/ou o estado moribundo
dos animais, so necessdrias 2-4 etapas para avaliar a toxicidade aguda da substincia de ensaio. O presente
procedimento é reprodutivel, utiliza uma quantidade muito limitada de animais e permite classificar as
substincias de um modo semelhante a outros métodos de ensaio de toxicidade aguda. O método de classificagiio
de toxicidade aguda baseia-se na avaliagio biométrica (2)(3)(4)(5) com doses fixas, separadas apropriadamente
de modo a permitir a avaliagfio da substéncia para fins de classiticagfio e avaliagio de perigosidade. O método,
adoptado inicialmente em 1996, foi amplamente validado in vivo relativamente aos dados de DLsy publicados
na literatura nacional (6) e internacional (7).

No Documento de Orientagido sobre Ensaios de Toxicidade Oral Aguda (8) podem consultar-se as orientagGes
sobre a selecgio do método de ensaio mais apropriado a determinado fim.Este Documento de Orientagéio
contém igualmente informagio adicional sobre o procedimento e interpretagio do Método de Ensaio B.1tris.

No presente método de ensaio, nio ¢é necessirio administrar doses de substincias de ensaio, que
comprovadamente causam dor e sofrimento ¢bvios, devido a sua acgdo corrosiva ou gravemente irritante, Os
animais moribundos ou que apresentam sinais ébvios de dor ou sofrimento grave e continuado devem ser
sacrificados sem dor e, na interpretagiio dos resultados do ensaio, considerados do mesmo modo que os animais
que morrem durante o ensaio. Os critérios sobre a decisiio de sacrificar animais moribundos ou em sofrimento,
bem como as orientagGes sobre o reconhecimento de morte previsivel ou iminente, estio incluidos
separadamente num Documento de Orientagio (9).

O presente método utiliza doses estabelecidas previamente e os resultados permitem classificar a substincia em
conformidade com o Sistema Harmonizado ao Nivel Mundial (GHS) para a classificaciio de substincias
quimicas que causam toxicidade aguda (10).

Em principio, o método néo se destina a calcular rigorosamente os valores de LDsg, mas permite a determinagio
de gamas de exposicido definidas, nas quais é expectavel a ocorréncia de mortes, dado que um dos principais
critérios especificos, do presente ensaio, é a morte de uma dada propor¢io de animais. O método permite
determinar valores de DLsy somente quando, pelo menos, duas das doses utilizadas resultam numa mortalidade
superior a 0% e inferior a 100%. A utilizacio de uma selec¢io de doses, previamente estabelecidas,
independentemente da substincia de ensaio, com a classificagio especificamente dependente do niimero de
animais observados em virios estados melhora as condi¢des de comunicagiio de resultados entre laboratdrios,
bem como a consisténcia e a repetibilidade dos resultados.

Antes de efectuar o estudo, o laboratério de ensaio deve ter em conta toda a informagio disponivel sobre a
substincia de ensaio. Esta informacido incluird a identificacdo e a estrutura quimica da substincia, as suas
propriedades fisico-quimicas, os resultados de quaisquer outros ensaios de toxicidade da substéincia in vitro ou
in vivo, dados toxicologicos sobre substincias estruturalmente semelhantes e a(s) utilizacio(des) prevista(s)
para a substiincia. Esta informacfio é necessdria para satistazer todos os envolvidos em relagiio a relevincia do
ensaio ao nivel da protec¢iio da satide humana e serd (til na determinagfio da dose inicial mais adequada.
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1.2 DEFINICOES

Toxicidade oral aguda: refere-se ao conjunto de efeitos adversos que se manifestam apés a administragio oral
de uma dose tnica da substincia ou de virias doses num periodo de 24 horas.

Morte retardada: significa que o animal niio morre nem aparenta estar moribundo num periodo de 48 horas,
mas morre mais tarde, no decorrer do periodo de observacio de 14 dias.

Dose: quantidade aplicada da substincia de ensaio. O valor da dose é expresso em peso de substincia de ensaio
por unidade de peso de animal de ensaio (por exemplo, mg/kg).

GHS: Sistema Harmonizado ao Nivel Mundial (Globally Harmonised System) para a Classificagio de
Substéncias Quimicas e Misturas. Trata-se de um trabalho conjunto da OCDE (satide humana e ambiente), do
Comité de Peritos em Transporte de Mercadorias Perigosas das Nagoes Unidas (propriedades fisico-quimicas) e
da OIT (notificagio de perigos) e coordenado pelo Programa Interorganizagdes para a Boa Gestio das
Substincias Quimicas (Interorganisation Programme for the Sound Management of Chemicals [[OMC]).

Morte iminente: situaciio em que se prevé a ocorréncia de estado moribundo ou morte antes da proxima
observagiio planeada. Alguns dos sinais indicativos deste estado em roedores incluem convulsdes, posi¢io
lateral, posi¢cio deitada e tremores. (Para informagiio detalhada, consultar o Documento de Orientaciio sobre
Critérios Especificos sem Dor([9]).

DLsy (Dose Letal Média): dose dnica, calculada estatisticamente, de uma substincia susceptivel de causar a
morte de 50% dos animais quando administrada por via oral. O valor da DLsg € expresso em peso de substincia
de ensaio por unidade de peso de animal de ensaio (mg/kg).

Dose-limite refere-se a uma dose com o valor-limite superior admitido pelo ensaio (2000 ou 5000 mg/kg).

Estado moribundo: encontrar-se num estado de morte ou de incapacidade de sobrevivéncia, mesmo com
tratamento. (Para informagiio detalhada, consultar o Documento de Orientagiio sobre Critérios Especificos sem
Dor[9]).

Morte previsivel: presenca de sinais clinicos indicativos de ocorréncia de morte em determinada altura, antes
do final planeado da experiéncia; por exemplo: incapacidade de alcangar dgua ou comida. (Consultar o
Documento de Orientagido de Critérios Especiticos sem Dor[9] para mais detalhes).

1.3 PRINCTPIO DO ENSAIO

O principio do presente ensaio é que, com base num procedimento gradual com a utilizacdo de um nimero
minimo de animais por etapa, € possivel obter informaciio suficiente sobre a toxicidade aguda de uma
substincia de ensaio, de modo a permitir a sua classificagiio. A substincia € administrada, por via oral, a um
grupo de animais de ensaio a uma das doses anteriormente definidas. A substincia € ensaiada utilizando um
procedimento gradual, em que cada etapa utiliza trés animais do mesmo sexo (normalmente fé€meas). A
existéncia ou inexisténcia de mortalidade, relacionada com composto, dos animais tratados numa dada etapa,
determinard a etapa seguinte, ou seja:

— nfio $40 necessarios mais ensaios,
— ¢ administrada a mesma dose a mais trés animais,
— ¢ administrada a dose seguinte, maior ou menor, a mais trés animais.

No Anexo 1 apresenta-se informacido detalhada sobre o procedimento de ensaio. O método permitird uma
avaliaciio conducente a classificagfio da substincia de ensaio numa das classes de toxicidade definidas pelos
valores-limite de DLsy.
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1.4 DESCRICAO DO METODO DE ENSAIO

1.4.1 Seleccao de espécies animais

A espécie de roedores preferida para ensaio € o rato, mas podem ser utilizadas outras espécies de roedores.
Normalmente, utilizam-se fémeas (9). Tal escolha deve-se ao facto de uma andlise da literatura cientifica
relativa aos ensaios convencionais de DLsy revelar que, habitualmente, a diferenca de sensibilidade entre os
sexos € pequena e, nos casos em que sdo observadas diferencas, as témeas sfio, de um modo geral, ligeiramente
mais sensiveis (11). No entanto, devem utilizar-se machos, caso as propriedades toxicoldgicas ou
téxicocinéticas descritas para substincias quimicas estruturalmente semelhantes indicarem que estes podem
revelar maior sensibilidade. Quando o ensaio € efectuado com machos, deve ser apresentada uma justificacio
adequada.

Devem ser utilizados animais adultos, jovens e sauddveis e pertencentes a estirpes laboratoriais de uso corrente.
As fémeas devem ser nuliparas e ndo-griavidas. No infcio da administragiio das doses, todos os animais devem
ter idades compreendidas entre as 8 e as 12 semanas e um peso compreendido no intervalo de + 20% do peso
médio dos animais aos quais foram anteriormente administradas doses.

1.42 Condicoes de alojamento e alimentacao

A temperatura do compartimento experimental dos animais deve ser 22°C (% 3°C). A humidade relativa devera
ser 50%-609%, embora sejam aceitdveis valores entre um minimo de 30% e um méximo que, de preferéncia, nio
deverd exceder 70%, salvo durante os periodos de limpeza do compartimento. A iluminacio deve ser artificial,
com sequéncias de 12 horas de luz e 12 horas de escuridio. A alimentagio pode basear-se em dietas de
laboratério convencionais, com fornecimento ilimitado de dgua para beber. Os animais aos quais € administrada
a mesma dose podem ser agrupados na mesma gaiola, desde que o nimero de animais em cada gaiola nio
impeca a observacio clara de cada um deles.

143 Preparaciao dos animais

Os animais siio escolhidos ao acaso, marcados de modo a permitir uma identificacfo individualizada e mantidos
nas suas gaiolas durante, pelo menos, 5 dias antes do inicio da administragio das doses para que se aclimatem
as condigOes laboratoriais.

1.4.4 Preparacao das doses

De um modo geral, as substincias de ensaio devem ser administradas num volume constante ao longo de toda a
gama de doses a ensaiar através da variagiio da concentragiio na preparaciio da dose. No entanto, para o caso do
ensaio de um produto ou de uma mistura no estado liquido, pode ser mais relevante para a avaliagio de risco
subsequente a utilizagdo da substincia de ensaio sem qualquer dilui¢do, ou seja, a concentracdo constante,
sendo este um requisito apresentado por algumas autoridades competentes. Em qualquer dos casos, nfio deve ser
excedido o volume mdaximo da dose a ser administrada. O volume mdximo de liquido que pode ser
administrado de cada vez depende do tamanho do animal de ensaio. No caso de roedores, o volume nio deve
exceder, em condi¢cdes normais, 1 ml/100 g de peso corporal. Para solugdes aquosas, contudo, pode ser
considerada a dose de 2 ml/100 g de peso corporal. Recomenda-se que, sempre que possivel, seja considerada
em primeiro lugar a utilizagio de uma solucfio/suspensiio/emulsio aquosa; caso tal ndo seja vidvel, pode
considerar-se o uso de uma solugido/suspensio/emulsio em 6leo (por exemplo, 6leo de milho); em dltima
instincia, poderd eventualmente recorrer-se ao uso de solugdes noutros excipientes. Devem conhecer-se as
caracteristicas toxicologicas dos excipientes que nio sejam a dgua. As doses devem ser preparadas pouco tempo
antes da sua administragfio, a menos que a estabilidade da preparaciio ao longo do perfodo de utilizacio seja
conhecida e tenha sido considerada aceitivel.

1.5 PROCEDIMENTO
1.5.1 Administracao de doses

A administragiio por sonda esofigica deve ser feita, de preferéncia, numa toma tnica, usando um tubo
estomacal ou uma cénula de intubagio apropriada. Nos casos raros em que ndo € possivel a administragdo de
uma toma Unica, a dose pode ser administrada em fracgdes menores ao longo de um periodo niio superior a 24
horas.
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Os animais devem ser sujeitos a jejum antes da administragido das doses (por exemplo, no caso de ratos, nio
deve dar-se comida durante a noite, mas deve manter-se o fornecimento de dgua; no caso de ratinhos, a comida
deve ser suspensa durante 3-4 horas e deve ser mantida o fornecimento de dgua). Apés o periodo de jejum, os
animais devem ser pesados e deve ser administrada a substincia de ensaio. Apds a administracio da substincia,
pode evitar dar-se comida durante 3-4 horas para ratos e 1-2 horas para ratinhos. Nos casos de administragiio
fraccionada da dose durante um certo lapso de tempo, pode ser necessirio dar comida e dgua aos animais,
consoante a duracio do perfodo de administragiio.

1.52 Nimero de animais e doses

Sdo utilizados trés animais em cada etapa. A dose a utilizar inicialmente deve ser seleccionada entre uma das
quatro doses fixas de 5, 50, 300 e 2000 mg/kg de peso corporal. A dose inicial deve ser aquela que apresenta
maior probabilidade de induzir mortalidade em alguns dos animais tratados. Os fluxogramas do Anexo 1
descrevem o procedimento a seguir para cada uma das doses iniciais. Apresentam-se ainda, no Anexo 4 as
orientagdes sobre a classificacdo segundo o sistema da UE, em vigor até a implementaciio do novo GHS.

Quando a informagido disponivel for indicativa de que ndo € muito provdvel que ocorra mortalidade com a
maior dose inicial (2000 mg/kg de peso corporal), deve efectuar-se um teste-limite. Quando néio existir qualquer
informagio disponivel sobre a substincia de ensaio, recomenda-se a utilizagiio de uma dose inicial de 300
mg/kg de peso corporal por razdes de protecgiio dos animais.

O intervalo de tempo entre os grupos de tratamento € determinado pelo aparecimento, duragdo e gravidade dos
sinais de toxicidade. O tratamento dos animais com a dose seguinte deve ser adiado até ser possivel estabelecer
com seguranga a sobrevivéncia dos animais previamente tratados.

Excepcionalmente e apenas quando justificado por necessidades legais especificas, pode ser considerada a
utilizagdo de uma dose fixa superior adicional de 5000 mg/kg (consultar o Anexo 2). Por razdes de proteccio
dos animais, € desencorajado o ensaio de animais na Categoria 5 do SHG (2000-5000 mg/kg) e esta dose $6
deve ser considerada quando existe uma elevada probabilidade dos resultados deste ensaio terem relevincia
directa para a protec¢iio da satide humana ou dos animais ou do ambiente.

153 Teste-limite

O teste-limite € utilizado, essencialmente, em situacdes nas quais o analista tem informacio indicativa do
material de ensaio nfo ser provavelmente téxico, ou seja, sé apresenta toxicidade acima das doses limite
regulamentadas. A informagdo sobre a toxicidade do material de ensaio pode ser obtida a partir de ensaios em
compostos semelhantes ou de ensaios de misturas ou produtos semelhantes, tendo em consideragiio a
identificagdo e percentagem dos componentes cuja relevincia toxicologica é conhecida. Nos casos em que a
informagdo sobre a sua toxicidade € limitada ou inexistente ou nos casos em que € previsivel que o material a
ensaiar seja toxico, deve ser efectuado o estudo principal.

Pode ser efectuado um teste-limite a uma dose de 2000 mg/kg de peso corporal com seis animais (trés animais
por etapa). Excepcionalmente, pode ser efectuado um teste-limite a uma dose de 5000 mg/kg de peso corporal
com trés animais (consultar o Anexo 2). Caso ocorra mortalidade na sequéncia da administracfio da substincia
de ensaio, pode ser necessdrio efectuar ensaios posteriores com a dose inferior seguinte.

1.6 OBSERVACOES

Apds a aplicaciio da dose, os animais devem ser observados individualmente, pelo menos uma vez durante os
primeiros trinta minutos e periodicamente durante as primeiras 24 horas, com especial cuidado nas primeiras 4
horas. Em seguida, é necessirio observar os animais diariamente, durante um periodo de 14 dias, excepto se for
necessdrio retird-los do estudo e sacrifici-los sem dor por motivo do bem-estar dos animais ou se forem
encontrados mortos. No entanto, a duragfio do periodo de observagiio nio deve ser estabelecido de uma forma
rigida, mas determinado com base nas reac¢des de toxicidade, velocidade do seu aparecimento e duragio do
periodo de recuperacio, que pode ser prolongado, se considerado necessdrio. O momento em que os sinais de
toxicidade aparecem e desaparecem sio importantes, sobretudo se 0s sinais de toxicidade tendem a aparecer de
uma forma retardada (12). Todas as observagtes sido registadas sistematicamente, mantendo-se uma ficha
individual para cada animal.
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Serido necessdrias observagoes adicionais se o0s animais continuaram a apresentar sinais de toxicidade. As
observagdes devem incluir alteragdes na pele e pélos, olhos, membranas mucosas, aparelho respiratorio,
aparelho circulatério, sistema nervoso auténomo e central, assim como na actividade somatomotora e
comportamental. Devem ser observados com especial atenciio os tremores, convulsdes, salivaciio, diarreia,
letargia, sono e coma. Devem ser tomados em consideragio os principios e critérios resumidos no Documento
de Orientagiio de Critérios Especificos sem Dor (9). Os animais que forem encontrados em estado moribundo e
os animais que apresentarem dores violentas ou sinais de sofrimento intenso e continuado, devem ser
sacrificados sem dor. Quando os animais forem sacrificados a fim de evitar dor ou se forem encontrados
mortos, deve ser registado o momento da morte com o maior rigor possivel.

1.6.1 Peso corporal

O peso individual dos animais deve ser determinado imediatamente apds a administraciio da substincia de
ensaio e, seguidamente, pelo menos uma vez por semana. Devem ser calculadas e registadas todas as variages
de peso. No final do ensaio, os animais sobreviventes sido pesados e, seguidamente, sacrificados sem dor.

1.6.2 Patologia

Todos os animais de ensaio (incluindo aqueles que morreram durante o ensaio ou que foram retirados do ensaio
por motivos de preservacio do bem-estar do animal) devem ser sujeitos a uma autdpsia pouco pormenorizada.
Devem ser registadas as alteragdes patoldgicas principais observadas em cada animal. Deve também ser
considerada a realizagdo de um exame microscopico dos érgios que mostrem sinais de patologia grave em
animais que sobreviveram, no minimo, 24 horas apds a aplicacio da dose inicial, ji que este exame pode
fornecer informagio til.

2. DADOS
Devem ser apresentados os dados individuais para cada animal. Adicionalmente, todos os dados devem ser
resumidos em forma tabular, mostrando, para cada grupo de ensaio, o niimero de animais utilizado, o nimero de
animais que apresentaram sinais de toxicidade, o nimero de animais que foram encontrados mortos durante o

ensaio ou que foram sacrificados a fim de evitar dor, 0 momento da morte de cada um dos animais, a descricio
e evolugiio temporal dos efeitos de toxicidade e sua reversibilidade, assim como os resultados da autdpsia.

3 RELATORIO
3.1 RELATORIO DO ENSAIO
O relatério do ensaio deverd incluir as seguintes informacdes:
Substincia de ensaio:

— natureza tisica, pureza e propriedades fisico-quimicas relevantes (incluindo isomerizagfio);
— dados relativos a identificagdo quimica, incluindo o nimero CAS.

Excipiente (se apropriado):

- cdso 0 excipiente ndo seja dgua, uma justifica¢do para a sua escolha.

Animais de ensaio:

— espéciefestirpe usada;

— estado microbioldgico do animal, caso seja conhecido;

— nimero, idade e sexo dos animais (incluindo, quando necessdrio, uma justificagio para o uso de

machos em vez de fémeas);
- proveniéncia, condi¢Oes de alojamento, dieta, etc.
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Condigoes do ensaio:
- informagdo pormenorizada sobre a formulagdo da substancia, incluindo informagio pormenorizada
sobre a forma fisica do material administrado;
— informagfio pormenorizada sobre a administragiio da substincia de ensaio, incluindo volume das doses
e o momento da aplicaciio;
- informagfio pormenorizada sobre a qualidade dos alimentos e da dgua (incluindo tipo e origem da dieta,
origem da dgua).
— justificagfio para a escolha da dose inicial.
Resultados:
— tabela dos dados de resposta e da dose para cada animal (ou seja, animais que apresentaram sinais de
toxicidade, incluindo mortalidade, natureza, gravidade e duracio dos efeitos);
— tabela com indica¢do do peso corporal e suas variages;
— pesos individuais de animais no dia em que € aplicada a dose, uma vez por semana no restante periodo
e na altura da sua morte ou sacrificio;
— data e momento da morte, no caso de ocorréncia de morte antes do sacrificio previsto;
— evolugiio temporal do aparecimento de sintomas de toxicidade e sua reversibilidade para cada animal;
— resultados da autdpsia e resultados histopatoldgicos para cada animal, caso se encontrem disponiveis.
Andlise dos resultados.
Conclusdes.
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ANEXO 1

PROCEDIMENTO A SEGUIR PARA CADA UMA DAS DOSES INICIAIS

CONSIDERACOLS GLRAIS

Os esquemas de ensaio, descritos no presente Anexo, descrevem esquematicamente o procedimento a seguir para cada dose
inicial.

— Anexo | a: A dose inicial é de 5 mg/kg p.c.

— Anexo 1 b: A dose inicial é de 50 mg/kg p.c.
— Anexo | ¢: A dose inicial é de 300 mg/kg p.c.
— Anexo 1 d: A dose inicial é de 2000 mg/kg p.c.

Consoante o nimero de animais sacrificados sem dor ou mortos, o procedimento de ensaio segue as setas respectivas.
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CRITERIOS PARA A CLASSIFICACAO DE SUBSTANCIAS DE ENSAIO COM VALORES PREVISIVEIS DE LD,
SUPERIORES A 2000 MG/KG SEM NECESSIDADE DE EFECTUAR ENSAIO

Os critérios para a Categoria de Perigosidade 5 destinam-se a permitir a identificagio de substincias de ensaio que representam
um perigo de toxicidade aguda relativamente baixo, mas que, em certas circunstincias, podem representar perigo para populagoes
vulneréveis. E previsivel que tais substincias apresentem valores de DLso por via oral ou dérmica na gama de 2000-5000 mg/kg
ou dose equivalente para outras vias. As substincias de ensaio podem ser classiticadas na categoria de perigosidade definida por:
2000 mg/kg <DLsy < 5000 mg/kg (Categoria 5 do GHS) nos seguintes casos:

a) se classificadas nesta categoria por qualquer dos esquemas de ensaio do Anexo la-1d, baseados nas incidéncias
de mortalidade;

b) se existir prova fidvel indicativa de que os valores de DLsg se encontram na gama correspondente a Categoria 5
ou se outros estudos em animais ou sobre efeitos de toxicidade em seres humanos forem indicativos de
preocupagio acentuada em relagio a salvaguarda da saiide humana;

¢) através de extrapolagio, estimativa ou medigio de dados, desde que niio seja garantida a atribui¢do a uma classe
mais perigosa, e

— quando existe informagdo fidvel indicativa de efeitos de toxicidade significativos em seres humanos, ou

— quando ndo € registada mortalidade nos ensaios por via oral até doses correspondentes aos valores para a
Categoria 4, ou

— quando o perito € de opinifio de que niio se verificam sintomas clinicos de toxicidade significativos para
ensaios até doses com valores correspondentes a Categoria 4, com excepgio de diarreia, erecgiio pilosa ou
ma aparéncia, ou

— nos casos em que o perito confirme a existéncia de informagio fidvel, proveniente de outros estudos em
animais que seja indicativa da existéncia de potenciais efeitos agudos significativos.

ENSAIOS COM DOSES SUPERIORES A 2000 MG/KG

Devido ao reconhecimento da necessidade de proteger o bem-estar dos animais, os ensaios de animais na Categoria 5 (5000
mg/kg) sio desencorajados e s6 devem ser considerados no caso de ser muito provavel que os resultados desse ensaio tenham
especial relevincia para a protecgio da satide humana ou animal (10). Ndo devem ser efectuados ensaios a doses superiores.

Quando € necessario efectuar o ensaio com uma dose de 5000 mg/kg, sé € necessdria uma etapa (ou seja, trés animais). Se o
primeiro animal tratado morre, o ensaio prossegue a uma dose de 2000 mg/kg, em conformidade com os fluxogramas do Anexo
1. Se o primeiro animal sobrevive, sdo tratados dois outros animais. Se somente um dos trés animais morrer, é de prever que o
valor de DLsj seja superior a 5000 mg/kg. Se ambos os animais morrerem, o ensaio prossegue com uma dose de 2000 mg/kg.
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GHS
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da UE — Pesticidas
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ANEXO 3

da referéncia [8])

METODO DE ENSAIO B.1 tris: Orientacoes sobre a classificacio em conformidade com o esquema transitério da
UE em vigor até a implementacio total do Sistema de Classificacao Harmonizado ao Nivel Mundial (GHS) (obtido

5 ma/ke 50 mg/kg 300 mg/kg 220[(:1112?1/11?
3 animais » 3 animais > 3 animais > d Al
| | | | | '
> mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000
3 animais 3 animais 3 animais mg/kg
l | | 3 animais
o B % o
v v v v
Categoria 1 Categoria 2 Categoria 3 Categoria 4 Categoria 5 8
>0-5 >5-50 > 50 - 300 > 300 - 2000 >2000 - 5000
| |
I [
3 2 1 0
A A A A 4 A 4 A 4 + + A 4 + +
5 25 30 50 200 300 500 1000 2000 2500 5000 8
A A A A 4 A 4 A 4 A 4 A A 4 ¢ A 4
25 200 2000 8
11 | | | | | | | | |
5 500 8
11 | | | | | | | | |
5 50 500 8
11 | | | | | | | | |
5 50 200 8
11 | | | | | | | | |
5 50 500 2000 | 5000 | 8
11 | | | | | | | | |
25 8
11 | | | | | | | | |
30 300 8
11 | | | | | | | | |
50 500 8
11 | | | | | | | | |
50 500 5000 8
11 | | | | | | | | |
50 5000 8
11 | | | | | | | | |
50 500 1000 2000 8
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por etapa, sio utilizados 3 animais do mesmo sexo
(normalmente {émeas)

-0, 1, 2, 3: nimero de animais moribundos ou mortos em cada
ctapa

- 8: ndo classiticada
GHS: Sistema de Classiticacdo Harmonizado Nivel Mundial
(mg/kg p.c.)




da referéncia [8])

2000 mg/kg

5 mg/kg < 50 m,
P g/kg > 300 mg/kg p| 3 animais
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- | | l ! | |
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%9# @ % NN
' v \4
Categoria 1 Categoria 2 Categoria 3 Categoria 4 Categoria 5 8
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=
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por etapa, sdo utilizados 3 animais do mesmo sexo - 8: nio classificada
(normalmente fémeas) - #: na primeira etapa
-0, 1, 2, 3: Niimero de animais moribundos ou mortos em cada GIIS: Sistema de Classificagio Harmonizado a Nivel Mundial
etapa (mg/kg p.c.)

. ANEXO 3 (CONTINUACAO 2)
METODO DE ENSAIO B.1 tris: Orientacoes sobre a classificacio em conformidade com o esquema transitério da
UE, em vigor até a implementacio total do Sistema de Classificacio Harmonizado ao Nivel Mundial (GHS) (obtido
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por ctapa, sdo utilizados 3 animais do mesmo sexo
(normalmente fémeas)

-0, 1, 2, 3: ndmero de animais moribundos ou mortos em cada
etapa

- 8: ndo classificada

- *:na primeira ctapa

GHS: Sistema de Classificaciio Harmonizado a Nivel Mundial
(mg/kg p.c.)

ANEXO 3 (CONTINUACAO 3)
METODO DE ENSAIO B.1 tris: Orientacoes sobre a classificacao em conformidade com o esquema transitério da
UE, em vigor até a implementacao total do Sistema de Classificacio Harmonizado ao Nivel Mundial (GHS) (obtido
da referéncia [8])
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ANEXO 2D
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B. 4. TOXICIDADE AGUDA: IRRITACAO /CORROSAQO DERMICA

1. METODO

O presente método baseia-se na publicaciio OECD TG 404 (2002) (normas de ensaio da OCDE).

1.1 INTRODUCAO

Na preparaciio do presente método optimizado foi dada especial atengfio aos possiveis melhoramentos através
da avaliagio de toda a informagdo ji existente sobre a substincia de ensaio, de modo a evitar testes
desnecessdrios em animais de laboratério e assim ter em consideraciio a problemadtica da protecgiio dos animais.
O presente método inclui a recomendagdo de se levar a cabo uma analise da importincia das provas de todos os
dados relevantes existentes antes de se efectuar o ensaio in viveo descrito para irritagio/corrosio pela substincia.
No caso de nio se encontrarem disponiveis dados suficientes, estes podem ser obtidos através da aplicagio de
ensaios sequenciais (1). A estratégia de ensaio recomendada inclui a execugiio de ensaios in vitro validados e
aceites e ¢ fornecida como Anexo ao presente método. Além disso, quando for apropriado, recomenda-se a
aplicagiio sucessiva (ndo simultinea) de trés pensos de ensaio ao animal no ensaio in vivo inicial.

Tendo em consideragiio o interesse cientifico e a protecgido dos animais, ndo devem ser efectuados ensaios in
vivo até se proceder a uma avaliacio de todos os dados disponiveis relevantes a potencial corrosibilidade/
irritabilidade dérmica de uma substincia mediante uma andlise de importincia das provas. Os dados devem
incluir resultados de estudos em humanos e/ou animais de laboratério, provas de corrosibilidade/irritabilidade
de uma ou mais substincias estruturalmente relacionadas, ou de misturas dessas substincias, dados que
demonstrem elevada acidez ou alcalinidade da substincia (2)(3) e resultados de ensaios in vitro ou ex vivo
validados e aceites (4)(5)(5a). Esta andlise deve reduzir a necessidade de ensaios in vivo da
corrosibilidade/irritabilidade dérmica de substincias para as quais jd existem dados suficientes provenientes de
outros estudos em relagfio a estes dois factores.

Junta-se em Anexo ao presente Método uma estratégia de ensaio sequencial preferivel, que inclui a execugio de
ensaios validados e aceites in vitro ou ex vivo para irritagiio/corrosiio. A estratégia foi desenvolvida num grupo
de trabalho (workshop) da OCDE (6), no qual foi recomendada por unanimidade dos participantes, tendo sido
adoptada como estratégia de ensaio recomendada pelo sistema harmonizado a nivel mundial para a classificagiio
de substincias quimicas (GHS) (7). Apesar de esta estratégia de ensaio sequencial ndo ser parte integrante do
método de ensaio B.4, recomenda-se que a mesma seja adoptada antes da realizacfio de ensaios in vivo. No caso
de novas substincias recomenda-se uma metodologia de ensaio por etapas para a obtencfio de dados cientificos
sobre a corrosibilidade/irritabilidade da substincia. No caso de substincias ja existentes, mas cujos dados
insuficientes sobre irritagiio/corrosiio dérmica siio insuficientes, recomenda-se a adopgiio desta estratégia para a
obtengdo dos dados em falta. Caso se opte por uma estratégia ou procedimento de ensaio diferente ou se decida
nfio aplicar uma metodologia de ensaio por etapas, deve apresentar-se uma justificagcfio para a opgio feita.

Um ensaio in vivo, apenas deve ser considerado caso nfdo seja possivel determinar a corrosibilidade, ou a
irritabilidade, através da andlise de importincia das provas e de acordo com a estratégia de ensaio sequencial
(ver Anexo).

1.2 DEFINICOES

Irritacdo dérmica: consiste na producio de danos reversiveis na pele apés a aplicacdo da substincia de ensaio,
por um periodo niio superior a 4 horas.

Corrosao dérmica: consiste na producgiio de danos irreversiveis na pele - por exemplo, necrose visivel através
da epiderme e que atinge a derme, apés a aplicacido de uma substincia de ensaio por um periodo ndo superior a
4 horas. As reacgdes corrosivas tipicas sido tlceras, sangramento, crostas ensanguentadas e, apds o periodo de
observagiio de 14 dias, empalidecimento devido a descoloracio da pele, dreas alargadas de alopecia e cicatrizes.
Deve ser considerada uma andlise histopatoldgica na avaliagio de lesdes duvidosas.
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1.3 PRINCIPIO DO METODO DE ENSAIO

A substincia de ensaio € aplicada em dose tdnica na pele de um animal de experiéncia; as dreas de pele nio
tratadas do animal de experiéncia sfio utilizadas como controlo. O grau de irritagiio/corrosiio é observado e
registado em intervalos determinados e detalhadamente descrito de modo a permitir uma avaliagio completa
dos efeitos. A duragiio do estudo deve ser suficiente para avaliar a reversibilidade ou irreversibilidade dos
efeitos observados.

Os animais que apresentarem sinais de se encontrarem em grave perigo e/ou apresentarem sinais de dor durante
qualquer das etapas do ensaio devem ser abatidos e a substincia deve ser classificada de acordo com estas
observagdes. Os critérios para a decisiio de abater animais moribundos e animais em grave sofrimento podem
ser consultados na referéncia (8).

1.4 DESCRICAO DO METODO DE ENSAIO
Preparacao do ensaio in vivo
1.4.1. Seleccdo de espécies animais

O coelho albino € o animal de laboratério mais adequado, devendo ser usados coelhos jovens adultos sauddveis.
A utilizagido de outras espécies deve ser justificada.

1.4.1.2 Preparacao dos animais

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

Algumas estirpes de coelhos t€m tufos densos de pélo, que sfio mais proeminentes em certas épocas do ano.
Estas dreas de crescimento denso de pélo ndo devem ser utilizadas como local de ensaio.

1.4.1.3 Condigoes de alojamento e alimentagao

Os animais devem ser alojados individualmente. A temperatura do biotério para os coelhos deve ser de 20°C
(£3°C). Embora a humidade relativa deva ser de, pelo menos, 30% e, de preferéncia, nio exceder os 70%,
excepto durante o periodo de limpezas, o valor pretendido deve ser de 50-60%. A iluminaciio deve ser artificial,
com uma sequéncia de 12 horas de luz seguidas de 12 horas de escuriddo. Na alimentagio, podem ser utilizadas
dietas convencionais de laboratério e deve ser fornecida dgua de beber sem restrigdes.

1.42 Protocolo de ensaio
1.42.1 Aplicacao da substincia de ensaio

A substincia de ensaio deve ser aplicada numa pequena drea de pele (aproximadamente 6 em?) e coberta com
um penso de gaze, colado com fita adesiva ndo-irritante. Nos casos em que niio € possivel aplicagiio directa (por
exemplo, liquidos e algumas pastas), a substincia de ensaio deve ser aplicada num penso de gaze, que é, por sua
vez, aplicado & pele. Durante o periodo de exposi¢iio, o penso deve estar em contacto com a pele de uma forma
ligeiramente solta através de uma ligadura semi-oclusiva adequada. Se a substincia de ensaio for aplicada num
penso, este deve ser mantido sobre a pele de modo a assegurar um bom contacto e uma distribui¢io uniforme da
substincia na pele. Deve ser evitado o acesso do animal 4o penso e a ingestio ou inalagdo da substincia de
ensaio.

As substincias de ensaio liquidas sdo geralmente utilizadas sem diluicdo. Quando se ensaiam sélidos (que
podem ser pulverizados, caso tal seja considerado necessdrio), a substincia de ensaio deve ser humedecida com
a menor quantidade de dgua (ou, se necessdrio, com outro excipiente adequado) suficiente para assegurar um
bom contacto com a pele. No caso de serem utilizados excipientes que ndo dgua, a influéncia potencial do
excipiente na irritaciio da pele pela substincia de ensaio deve ser minima ou nula.

No final do periodo de exposicdo, que é normalmente de 4 horas, a substincia de ensaio residual deve ser
removida, caso tal seja praticavel, utilizando dgua ou um solvente apropriado, que ndo altere a resposta ou a
integridade da epiderme.



30.4.2004 Jornal Oficial da Unidio Europeia L 152/196

1.42.2 Nivel de dosagem
Aplica-se ao local de ensaio uma dose de 0,5 ml de liquido ou de 0,5 g de s6lido ou pasta.
1.42.3 Ensaio inicial (ensaio in vivo de irritagdol/corrosdo dérmica utilizando um animal)

Recomenda-se vivamente que o ensaio in vive seja efectuado inicialmente utilizando apenas um animal,

sobretudo quando se suspeita que a substincia é potencialmente corrosiva. Tal procedimento esti em
conformidade com a estratégia de ensaio sequencial (ver Anexo 1).

No caso de uma substincia ter sido considerada corrosiva com base numa andlise de importincia das provas,
ndo sdo necessdrios ensaios adicionais em animais. Para a maior parte das substincias que se suspeite serem
corrosivas, nio sfo normalmente necessirios ensaios in vivo adicionais. No entanto, nos casos em que, devido a
insuficiéncia de provas, se considere necessdria a obtengdo de dados adicionais, pode ser efectuado um nimero
restrito de ensaios em animais utilizando a seguinte metodologia: aplicagfio sequencial de até trés pensos de
ensaio ao animal. O primeiro penso € removido apds trés minutos. Caso niio se observe qualquer reacgio grave
na pele, aplica-se um segundo penso, que € removido ao fim de uma hora. Se nesta etapa as observagdes
indicarem que se pode aumentar o tempo de exposi¢io para quatro horas em condi¢des nio-agressivas para o
animal, aplica-se um terceiro penso, que € removido apds quatro horas, sendo a resposta devidamente graduada.

Caso seja observado um efeito corrosivo apds qualquer das trés exposicOes sequenciais, o ensaio €
imediatamente finalizado. Caso nfio se observe qualquer efeito corrosivo apds a remogio do dltimo penso, o
animal é observado durante 14 dias, excepto se desenvolver corrosio antes do final desse periodo.

Nos casos em que a substincia de ensaio nilo seja susceptivel de provocar corrosiio, mas que possa ser irritante,
deve ser aplicado um tnico penso a um animal durante quatro horas.

1.4.2.4 Ensaio de confirmagdo (ensaio in vivo de irrita¢do dérmica com animais adicionais)

Se nio for observado um efeito corrosivo no ensaio inicial, a resposta irritante ou negativa deve ser confirmada
utilizando até dois animais adicionais, cada um com um penso e por um periodo de exposicido de quatro horas.
Se for observado um efeito irritante no ensaio inicial, o ensaio de confirmaciio pode ser efectuado de uma forma
sequencial ou através da exposigiio simultinea de dois animais adicionais. No caso excepcional de nido ser
efectuado um ensaio inicial, podem tratar-se dois ou trés animais com um penso Unico, que é removido quatro
horas apds a aplicagdo. No caso de se utilizarem dois animais e ambos apresentarem a mesma resposta, ndo é
necessirio efectuar mais ensaios. Caso contririo, o terceiro animal é igualmente ensaiado. Pode ser necessdria a
utilizagdo de animais adicionais para confirmar respostas equivocas.

1.4.2.5 Periodo de observagao

O periodo de observagiio deve ter uma duraciio suficiente para uma avaliacdo completa da reversibilidade dos
efeitos observados. No entanto, a experiéncia deve ser interrompida em qualquer altura caso o animal apresente
sintomas continuados de dor intensa ou de se encontrar em situacio de perigo. Para a determinacio da
reversibilidade dos efeitos, os animais devem ser observados durante 14 dias apds a remogio dos pensos. No
caso de se observar reversibilidade antes do fim do periodo de 14 dias, deve interromper-se a experiéncia.
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1.4.2.6 Observagoes clinicas e graduagdo das reacgées da pele

Todos os animais devem ser examinados para sintomas de eritema e edema, sendo as respostas avaliadas aos 60
minutos e as 24, 48 e 72 horas apds a remogio do penso. No ensaio inicial com um animal, o local de ensaio é
igualmente examinado imediatamente apds a remogfio do penso. As reac¢des dérmicas sio graduadas e
registadas de acordo com a graduacdo da Tabela infra. Caso ocorram danos na pele que ndo possam ser
identificados como irritacfio ou corrosio apds 72 horas, pode ser necessdrio efectuar observagdes até ao dia 14
para determinar a reversibilidade dos efeitos. Além da observagio de irritacido, todos os efeitos toxicos locais,
tais como perda de gordura cutinea e quaisquer efeitos sistémicos adversos (por exemplo, efeitos em sintomas
de toxicidade e efeitos no peso corporal), devem ser descritos e registados pormenorizadamente. Poderd ser
efectuado um exame histopatoldgico para clarificar respostas equivocas.

A graduagdo das respostas dérmicas € necessariamente subjectiva. O pessoal que executa as observacoes deve
ser treinado adequadamente no sistema de graduaciio utilizado (ver Tabela infra) para se promover a
harmonizagido da graduacdo da resposta dérmica e auxiliar os laboratérios de ensaio e as pessoas envolvidas na
obtengfio e interpretagio das observagdes. Poderd ser 1til a consulta de um guia ilustrado para graduagfo da
irritaciio dérmica e outras lesdes (9). (ndo estd na versdo em inglés)

2. DADOS
2.1 TRATAMENTO DOS RESULTADOS

Os resultados do estudo devem ser resumidos sob a forma de tabela no relatério final de ensaio e devem
abranger todos os itens descritos na secciio 3.1.

22 ANALISE DOS RESULTADOS

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

Deve ser considerada a reversibilidade das lesdes dérmicas na avaliagio da resposta irritante. Nos casos em que
ocorrerem respostas como alopecia (drea limitada), hiperqueratose, hiperplasia e descamaciio persistentes no
final do periodo de 14 dias de observagio, a substincia de ensaio deve ser considerada irritante.
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3. RELATORIO
3.1 RELATORIO DO ENSAIO

O relatério do ensaio devera incluir as seguintes informagdes:

Fundamentagiio 16gica para o ensaio in vivo: andlise de importincia das provas dos dados de ensaio pré-
existentes, incluindo os resultados da estratégia de ensaio sequencial:

— descri¢io dos dados relevantes disponiveis de ensaios anteriores;

— dados obtidos em cada etapa da estratégia de ensaio;

— descrigfio dos ensaios in vitro efectuados, incluindo detalhes sobre o protocolo, resultados
obtidos com substincias de ensaio/referéncia;

— andlise de importincia das provas para a realizagiio do estudo in vivo.

Substincia de ensaio:

— dados de identificaciio (por exemplo, nimero CAS, origem, grau de pureza, impurezas

conhecidas, nimero de lote);

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

— no caso de misturas, composicdo e percentagens relativas dos componentes.

Excipiente:

— identificagdo, concentragio (quando apropriado), volume utilizado;
— justificagfio para a escolha do excipiente.

Animais de ensaio:

— espécie/estirpe utilizada, fundamentagiio l6gica para a utilizaciio de outro tipo de animais
que nio coelhos albinos;

— nuimero de animais de cada sexo;

— peso individual dos animais no inicio e no final do ensaio;

— idade no inicio do estudo;

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

Condi¢oes do ensaio:

— técnica de preparaciio do local de aplicaciio do penso;

— descrigfio pormenorizada dos materiais utilizados no penso e da técnica de aplicagio do
penso;

— descrigido pormenorizada da preparagiio, aplicagiio e remogcio da substincia de ensaio.

Resultados:

— Tabelas com a classificacdo das respostas de irritagio/corrosio para cada animal em cada
observagiio;

— descrigio de todas as lesdes observadas;

— descri¢io pormenorizada da natureza e grau da irritagiio ou corrosiio observadas e de
quaisquer observagdes histo-patoldgicas;

— descri¢iio de quaisquer outros efeitos adversos locais (por ex., perda de gordura cutinea) e
efeitos sistémicos, além da irritagdo ou corrosio dérmica.

Andlise dos resultados
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TABELA I: GRADUACAO DE REACCOES DERMICAS

Formacao de eritema e escara

Auséncia de eritema 0
Eritema muito ligeiro (fracamente discernivel) 1
Eritema bem definido ... e s 2
D3 1S3 00 T 0 a1 3 e &R T 3
Eritema grave (vermelhidao cor de carne) e formagiio de escara que impede a graduagio do eritema........ocoevvvveeninnnnnnn. 4
Miximo possivel: 4

Formacao de edema

AUSENCIA @ BARIMA ittt e e e e s 0
Edema muito ligeiro (fracamente discernivel) 1
Edema ligeiro (bordos da drea bem definidos por elevagiio delineada) ..oooovooi oo 2
Edema moderado (com uma elevagido de aproximadamente 1 Mm) ... 3
Edema grave (com uma elevagiio superior a | mm e excedendo a drea de eXpOSICAO) .ivivrerirrierrrereeereeereeeree e e eeeeeeeeneas 4

Miximo possivel: 4

Poderd ser efectuado um exame histopatolégico para clarificar respostas equivocas.
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ANEXO

Uma Estratégia de Ensaio Sequencial para a Irritacao e Corrosao Dérmica

CONSIDERACOES GERAIS

No sentido de atender aos interesses quer cientificos, quer da protecciio dos animais, torna-se importante evitar o uso
desnecessirio de animais e minimizar 0$ ensaios que possam causar reacgdes graves em animais. Deve ser avaliada toda a
informagdo sobre a substincia que seja relevante para a sua potencial capacidade irritante/corrosibilidade dérmica antes de se
considerarem os ensaios in vivo. E possivel que existam ja dados suficientes para classificar a substiincia de ensaio segundo o
seu potencial irritante ou corrosivo dérmico, sem necessidade de recorrer a ensaios em animais de laboratério. Assim, a
utilizagiio de uma andlise de importincia das provas e de uma estratégia de ensaio sequencial minimizard a necessidade de
ensaios in vivo, especialmente no caso de substincias com elevada probabilidade de produzirem reaccoes graves.

Recomenda-se a utilizagiio da andlise de importincia das provas para avaliar a informaciio existente sobre irritaciio e corrosio
dérmica de substincias, a fim de determinar a necessidade de se efectuarem estudos adicionais, diferentes dos estudos
dérmicos in vivo, que sejam lteis para caracterizar o referido potencial. No caso de serem necessdrios estudos adicionais,
recomenda-se a utilizacdo de uma estratégia de ensaio sequencial para a obtencido dos dados experimentais relevantes. No caso
de substiincias para as quais nio exista nenhuma histdria de ensaios, deve ser utilizada a estratégia de ensaio sequencial para a
obtengdo dos dados necessarios para avaliar a sua irritagdo/corrosido dérmica. A estratégia de ensaio descrita no presente
Anexo foi desenvolvida num grupo de trabalho (workshop) da OCDE (1). Foi subsequentemente confirmada e ampliada no
sistema harmonizado e integrado de classificacfio de perigos para a satide humana e efeitos ambientais de substincias
quimicas, tal como foi aprovado pela 28" sessdo conjunta do comité das substincias quimicas e do grupo de trabalho de
substincias quimicas, em Novembro de 1998 (2).

Apesar da presente estratégia de ensaio nio fazer parte integrante do método de ensaio B.4, ela expressa a metodologia
recomendada para a determinagdo das caracteristicas de irritagido/corrosio dérmica. Esta metodologia representa nio s6 a
melhor pritica como também um ponto de referéncia ético para o ensaio in vivo para irritagio/corrosio dérmica. O método de
ensaio fornece uma orientagiio para a realizaciio do ensaio in vivo e resume os factores que devem ser considerados antes de
ponderar a execugdo deste ensaio. A estratégia fornece uma metodologia para a avaliagiio dos dados existentes sobre as
propriedades de irritaciio/corrosiio dérmica de substéincias de ensaio e uma metodologia em séries para a obtenciio de dados
relevantes sobre substincias para as quais sejam necessarios estudos adicionais ou ndo tenham sido efectuados quaisquer
estudos. Também se recomenda a realizagfo de ensaios in vitro ou ex vivo validados e aceites para o estudo de
irritagiio/corrosdo dérmica em circunstincias especificas.

DESCRICAO DA ESTRATEGIA DE AVALIACAOQ E ENSAIO

Antes da realizacio dos ensaios como parte da estratégia de ensaio sequencial (Figura), deve ser avaliada toda a informagio
disponivel de modo a determinar a necessidade de realizagio de ensaios dérmicos in vivo. Apesar de ser possivel obter
informagio significativa a partir da avaliagfio de um s6 pardmetro (por exemplo, pH extremo), deve ser avaliada a totalidade
da informagio existente. Para uma decisdo baseada na andlise da importincia das provas, devem ser avaliados todos os dados
relevantes sobre os efeitos da substincia em causa ou dos seus andlogos estruturais, e deve apresentar-se uma justificagio
fundamentada para a decisdo tomada. Deve dar-se especial relevincia aos dados existentes sobre a substincia relativamente a
humanos e animais e, em seguida, aos resultados dos ensaios in vitro ou ex vivo. Sempre que possivel, devem ser evitados
estudos in vivo de substincias corrosivas. Os factores considerados na estratégia de ensaio incluem:

Avaliacdo dos dados existentes sobre humanos e animais (etapa ). Devem considerar-se em primeiro lugar os dados
existentes sobre humanos - por exemplo, estudos clinicos e ocupacionais, relatorios de casos clinicos efou dados de ensaios em
animais como, por exemplo, dados obtidos em estudos de toxicidade de exposi¢iio dérmica simples ou repetida, jd que estes
dados fornecem informagiio directamente relacionada com os efeitos na pele. As substincias que apresentem capacidade
irritante ou corrosiva conhecidas, assim como aquelas para as quais existem dados claros de niio serem corrosivas nem
irritantes, ndo necessitam de ser ensaiadas em estudos in vivo.



30.4.2004 Jornal Oficial da Unidio Europeia L 152/202

Andlise de relacoes estrutura-actividade (SAR) (etapa 2). Devem ser considerados os resultados de ensaios de substincias
quimicas estruturalmente semelhantes desde que se encontrem disponiveis. No caso de existirem dados suficientes sobre
humanos e/ou animais relativos aos efeitos de substiincias estruturalmente semelhantes, ou misturas deste tipo de substincias,
indicativos do seu potencial de irritagio/corrosio dérmica, pode presumir-se que a substincia de ensaio em avaliagio
produzird as mesmas respostas. Nestes casos, poderd nfio ser necessirio proceder a ensaios da substincia de ensaio. Os dados
negativos obtidos de estudos de substincias estruturalmente semelhantes ou misturas dessas substincias ndo constituem prova
suficiente de nfo-corrosibilidade/nfio-irritabilidade da substincia segundo a estratégia de ensaio sequencial. Devem ser
utilizadas abordagens de SAR validadas e aceites para identificacio do potencial de irritagdo e de corrosio dérmica.

Propriedades fisico-quimicas e reactividade quimica (etapa 3). As substancias que apresentam um pH extremo, tal como <2,0
ou 11,5, podem ter efeitos locais fortes. Se o pH extremo servir como base de identificagiio da substincia como corrosiva
para a pele, a sua reserva dcida/alcalina (ou poder tampio) deve ser também tida em consideragiio (3)(4). Se o poder tampio
indicar que a substincia pode nfio ser corrosiva para a pele, devem ser efectuados ensaios adicionais para confirmar esta
indicagiio, de preferéncia utilizando ensaios in vitro ou ex vivo validados e aceites (ver etapas 5 e 6).

Toxicidade dérmica (etapa 4). Caso se tenha provado que uma substincia quimica € muito tdxica por via dérmica, pode nio
ser exequivel um estudo in vive de irritagio/corrosdo dérmica por a quantidade de substincia de ensaio normalmente aplicada
poder exceder a dose muito tdxica, resultando consequentemente na morte ou em sofrimento grave dos animais. Além disso,
pode niio ser necessdrio efectuar ensaios dérmicos de irritagdo/corrosdo adicionais quando os estudos de toxicidade dérmica
utilizando coelhos albinos tenham sido efectuados até um nivel de dosagem limite de 2000 mg/kg de peso corporal ou superior
e nio tenha sido observada qualquer irritagio ou corrosiio dérmica. Deve ter-se em conta uma série de consideracoes aquando
da avaliagdo da toxicidade dérmica aguda em estudos efectuados anteriormente. Por exemplo, a informacio contida no
relatério sobre lesdes dérmicas pode estar incompleta. Os ensaios e as observagdes podem ter sido efectuados noutra espécie
que nio o coelho, podendo as varias espécies diferir grandemente na sensibilidade das respostas apresentadas. A forma como a
substincia de ensaio foi aplicada aos animais pode nfio ter sido adequada & avaliagio da irritagfio/corrosio da pele (por
exemplo, diluigdo das substincias para ensaio da toxicidade dérmica (5)). No entanto, nos casos em que os estudos de
toxicidade dérmica em coelhos foram projectados e efectuados correctamente, os resultados negativos podem ser considerados
prova suficiente de que a substdncia ndo € irritante nem corrosiva.

Resultados de ensaios in vitro ou ex vivo (etapas 5 ¢ 6). Nio é necessirio proceder a ensaios em animais com substincias que
tenham apresentado propriedades corrosivas ou de irritagdo grave num ensaio in vitro ou ex vivo validado e aceite (6 )(7) que
tenha sido desenvolvido para avaliar especificamente estes efeitos. Pode considerar-se que tais substincias produzirio efeitos
graves semelhantes in vivo.

[Ensaio in vivo em coelhos (etapas 7 e 8): Caso seja tomada a decisido de efectuar um ensaio in vivo com base numa andlise da
importdncia das provas, este deve comegar por um ensaio inicial usando um animal. Se os resultados deste ensaio indicarem
que a substiincia € corrosiva para a pele, nfo devem ser efectuados outros ensaios. Se o ensaio inicial nfio revelar quaisquer
efeitos corrosivos, a resposta irritante ou negativa deve ser contirmada utilizando até dois animais adicionais com um periodo
de exposigiio de quatro horas. No caso de se observar um efeito irritante no ensaio inicial, o ensaio de confirmagio deve ser
efectuado de uma forma sequencial ou através da exposicio de dois animais adicionais simultaneamente.
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FIGURA

ESTRATEGIA DE ENSAIO E AVALIACAO PARA IRRITACAO/CORROSAO DERMICA

Actividade

1 | Dados existentes para humanos
e/ou animais mostram efeitos na
pele ou nas membranas mucosas

Ndo existe informagao disponivel
ou a informacao disponivel ndo é
conclusiva

5

2 | Efectuar avaliagdo SAR para
irritaciio/corrosdo da pele

Néo é possivel fuzer quaisquer
previsoes ou as previsoes sao
inconclusivas ou negativas

5

3 | Medir pH (ter em consideragio o
poder tampdo, caso seja relevante)

{
2<pll < 11,5, 0upll 22,0 0u 2115
com poder tampao baixo ou nulo,
caso seja relevante

{

4 | Avaliar os dados sobre toxicidade
. A . . - . 1
sistémica por via dérmica ¢ )

Ndo existe essa informagdo
disponivel ou a informagdo
disponivel ndo é conclusiva

{

5 | Executar ensaio in vitro ou ex vivo
validado e aceite para corrosio da
pele

A substancia ndo é corrosiva

{

6 | Executar ensaio in vitro ou ex vivo
validado e aceite para irritagiio da
pele

A

Observacao
Corrosivo

Irritante

Nio corrosivo/nio irritante

Previsio de lesdes graves na pele

Previsiio de irritagiio na pele

pH<2ou=>11,5 (com elevado
poder tampio, caso seja
relevante)

Muito téxico
Nio corrosivo nem irritante em
ensaios com doses-limites de

2000 mg/kg de peso corporal ou
superior, utilizando coelhos

Reacgio corrosiva

Reaccio de irritacido

D Pode ser tido em consideracfio antes das etapas 2 e 3.

Conclusao
Ponto final apical; considerado corrosivo.
Nio € necessdrio ensaio.

Ponto final apical; considerado como um
irritante, Ndo € necessdrio ensaio.

Ponto final apical; considerar
ndo-corrosivo e ndo-irritante. Nio €
necessdrio ensaio.

Considerado corrosivo. Ndo € necessdrio
ensaio.

Considerado irritante. Nio € necessdrio
ensaio.

Assumir corrosibilidade. Nao € necessario
ensaio.

Nio $i0 necessdrios mais ensaios.

Assumir que ndo € corrosivo nem
irritante. Ndo sfo necessdrios mais
ensaios.

Assumir corrosibilidade in vivo. Nio sdo
necessarios mais ensaios.

Assumir capacidade irritante in vivo. Ndo
sflo necessdrios mais ensaios.
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Nao se encontram ainda
disponiveis métodos de ensaio in
vitro ou ex vivo para irritacdo da

pele ou a substancia ndo é irritante

5

Executar ensaio inicial in vivo em
coelho, utilizando um animal

1

Auséneia de lesoes graves

Executar ensaio de confirmacio,
utilizando um ou dois animais
adicionais

Lesdes graves na pele

Corrosivo ou irritante

Nio corrosivo nem irritante

Considerado corrosivo. Nio sdo
necessarios mais ensaios.

Considerado corrosivo ou irritante. Ndo
SO Necessarios mais ensaios.

Considerado nido corrosivo nem irritante.
Nio $i0 necessdrios mais ensaios.
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ANEXO 2E
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B. 5. TOXICIDADE AGUDA: IRRITACAO/CORROSAO OCULAR

1. METODO

O presente método baseia-se na publicagdo OECD TG 405 (2002) (normas de ensaio da OCDE).

1.1 INTRODUCAO

Na preparaciio do presente método optimizado foi dada especial importincia aos possiveis melhoramentos
resultantes da avaliagdo de toda a informagfo ja existente sobre a substincia de ensaio, de modo a evitar
ensaios desnecessdrios em animais de laboratdrio e assim ter em consideragiio a problemadtica da protecgio
dos animais. O presente método inclui a recomendagio de se efectuar uma andlise da importincia das
provas (1) dos dados relevantes existentes antes de se efectuar o ensaio in vivo descrito para
irritagdo/corrosao ocular aguda. No caso de ndo se encontrarem disponiveis dados suficientes, recomenda-
se a obtenclio desses dados através da aplicacio de ensaios sequenciais (2) (3). A estratégia de ensaio
recomendada inclui a execugdio de ensaios in vitro validados e aceites e € fornecida como Anexo ao
método de ensaio. Além disso, recomenda-se o uso de um ensaio in vivo de irritagiio/corrosdo dérmica para
previsdio da corrosdo ocular antes de se considerar um ensaio ocular in vivo.

Tendo em consideracdio o interesse cientifico e a proteccdo dos animais, nio devem ser considerados
ensaios in vivo até se proceder a uma avaliagio de todos os dados disponiveis relevantes 4 potencial
corrosibilidade/capacidade irritante ocular de uma substincia para uma andlise da importincia das provas.
Os dados devem incluir provas de estudos existentes em humanos e/ou animais de laboratério, provas de
corrosibilidade/capacidade irritante de uma ou mais substincias estruturalmente relacionadas, ou de
misturas dessas substincias, dados que demonstrem elevada acidez ou alcalinidade da substincia (4)(5) e
resultados de ensaios in vitro ou ex vivo, validados e aceites, para corrosao e irritagdo da pele (6)(6a). Estes
estudos podem ter sido efectuados previamente ou como resultado de uma anidlise de importancia das
provas.

Uma andlise deste tipo pode indicar, para algumas substincias, a necessidade de estudos in vivo do
potencial de irritagio/corrosdo ocular da substincia. Em todos estes casos, antes de considerar a utilizacdo
de um ensaio ocular in vivo, deve efectuar-se preferencialmente um estudo in vivo prévio sobre os efeitos
dérmicos da substincia, avaliados de acordo com o método de ensaio B.4 (7). A aplicacdo de uma andlise
de importdncia das provas e a estratégia de ensaio sequencial deverfo reduzir a necessidade de ensaios in
vivo para a corrosibilidade/capacidade irritante ocular de substincias para as quais existem suficientes
provas prévias de outros estudos. Caso a determinagio do potencial de corrosdo ou irritagdo ocular ndo
possa ser efectuada utilizando a estratégia de ensaio sequencial, mesmo ap6s a realizacfio de um estudo in
vive da corrosiio e irritagdo dérmica, pode ser efectuado um ensaio in vivo de irritagio/corrosio ocular.

Junta-se o Anexo do presente método de ensaio uma estratégia de ensaio sequencial preferivel, que inclui a
execucio de ensaios validados in vitro ou ex vivo para irritacdo/corrosdo. A estratégia foi desenvolvida
num grupo de trabalho (workshop) da OCDE (8), no qual foi recomendada por unanimidade dos
participantes, tendo sido adoptada como estratégia de ensaio recomendada pelo sistema harmonizado a
nivel mundial para a classificacio de substiancias quimicas (GHS) (9). Recomenda-se que a estratégia de
ensaio sequencial seja adoptada antes de realizar ensaios in vivo. No caso de substincias novas,
recomenda-se uma metodologia de ensaio por etapas para a obtencio de dados cientificos sobre a
corrosibilidade/capacidade irritante da substincia. No caso de substincias ji existentes mas cujos dados
sobre irritacio/corrosiio dérmica e ocular sdo insuficientes, recomenda-se a adopcio desta estratégia para a
obtenc@o dos dados em falta. Caso se opte por uma estratégia ou protocolo de ensaio diferente ou se decida
ndo aplicar uma metodologia de ensaio por etapas, deverd apresentar-se uma justificagio fundamentada.

12 DEFINICOES

Irritacido ocular: consiste na producfio de alteracbes oculares apds a aplicacio de uma substincia de
ensaio a superficie anterior do olho, alteragdes essas que sdo completamente reversiveis no intervalo de 21
dias ap6s a aplicacfo.
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Corrosdo ocular: consiste na produgio de lesdes do tecido ocular ou enfraquecimento fisico grave da
visdo apos aplicacio da substdncia de ensaio a superticie anterior do olho, nfio reversiveis no intervalo de
21 dias ap6s a aplicacdo.

1.3 PRINCIPIO DO METODO DE ENSAIO

A substincia de ensaio é aplicada em dose tinica a um dos othos do animal de experiéncia; o olho que ndo
sofre tratamento € utilizado como controlo. O grau de irritagdo/corrosdo ocular € avaliado pelas lesdes de
perfuracdo da conjuntiva, da cérnea e da iris, a intervalos determinados. S0 também descritos outros
efeitos sobre o olho e efeitos sistémicos adversos, de modo a permitir uma avaliacdo completa dos efeitos.
A duragio do estudo deve ser suficiente para avaliar a reversibilidade ou irreversibilidade dos efeitos.

Os animais que apresentem sinais continuados de se encontrarem em grave perigo e/ou apresentarem sinais
de dor durante qualquer das etapas do ensaio devem ser abatidos e a substincia deve ser classificada de
acordo com estas observacdes. Os critérios para a decis@o de abater animais moribundos e animais em
grave sofrimento podem ser consultados na referéncia (10).

1.4 DESCRICAO DO METODO DE ENSAIO
1.4.1 Preparacao para o ensaio in vivo
1.4.1.1 Seleccao de espécies

O coelho albino € o animal de laboratério mais adequado, devendo ser usados animais adultos, jovens e
sauddveis. A utilizagdo de outras estirpes ou espécies deve ser justificada.

1.4.1.2 Preparagao dos animais

Devem examinar-se ambos os olhos do animal seleccionado provisoriamente para o ensaio, 24 horas antes
do inicio do ensaio. Nio devem ser usados animais que apresentem irritacdo ocular, defeitos oculares ou
lesdo pré-existente da cérnea.

1.4.1.3 Condi¢oes de alojamento e alimentagdo

Os animais devem ser alojados individualmente. A temperatura do biotério para os coelhos deve ser de
20°C (+ 3°C). A humidade relativa deve ser no minimo de 30% e, preferivelmente, ndo exceder 70%,
excepto durante a lavagem do biotério, devendo no entanto manter-se idealmente a valores de 50-60%. A
iluminagiio deve ser artificial, com uma sequéncia de 12 horas de luz e 12 horas de escuridio. Como
alimentagdo, podem ser utilizadas dietas de laboratério convencionais com fornecimento ilimitado de dgua

para beber.
1.4.2 Protocolo de ensaio
1.4.2.1 Aplicagdo da substdncia de ensaio

A substiancia de ensaio deve ser colocada no saco conjuntival de um dos olhos de cada animal, depois de
ter separado cuidadosamente a pélpebra inferior do globo ocular. Fecham-se as pélpebras cuidadosamente
durante cerca de um segundo de modo a evitar a perda de material. O outro olho, que permanece sem
tratamento, é utilizado como controlo.

1422 Irrigagao

Os olhos dos animais de ensaio ndo devem ser lavados pelo menos nas 24 horas seguintes 2 instilagdo da
substincia de ensaio, excepto para o caso de sélidos (consultar a seccio 1.4.2.3.2) e no caso de ocorréncia
imediata de efeitos corrosivos ou irritantes. Apds 24 horas, desde que se considere apropriada, pode ser
efectuada uma lavagem.

Nio se recomenda a utilizagdo de um grupo satélite de animais para investigar a influéncia da lavagem,
excepto se tal se justificar cientificamente. Se for necessdrio um grupo satélite de animais, devem utilizar-
se dois coelhos. As condigdes de lavagem devem ser cuidadosamente documentadas, por exemplo, data e
hora da lavagem; composicio e temperatura da solucfo de lavagem: duraciio, volume e velocidade de
aplicagfio.
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1423 Nivel de dosagem
1.42.3.1 Ensaio de liquidos

No caso do ensaio de liquidos, usa-se uma dose de 0,1 ml. Ndo devem ser utilizados nebulizadores de
bomba para instilagdo directa da substincia no olho. O nebulizado liquido deve ser expelido e recolhido
num recipiente antes de se instilar 0,1 ml no olho.

14232 Ensaio de solidos

No caso de ensaio de substincias sélidas, pastas ou substincias em particulas, a quantidade usada deve ter
um volume de 0,1 mi ou uma massa ndo superior a 100 mg. O material de ensaio deve ser pulverizado a
um pé fino. O volume de material sélido deve ser medido ap6s compactagdo suave, por exemplo, através
de batidas do recipiente que o contém. Se ao tempo da primeira observacdo, 1 hora apds o tratamento, a
substincia de ensaio sdlida ndo tiver sido removida do olho do animal de ensaio através de mecanismos
fisiolégicos, o olho pode ser lavado com soro fisioldgico ou dgua destitada.

14233 Ensaio de aerossois

Recomenda-se a recolha do contetido de todos os nebulizadores de bomba e aerosséis antes de instilagdo
no otho. A tnica excepgio € para substincias em recipientes de aerossol pressurizados, que nio podem ser
recolhidos devido & sua vaporizagdo. Nestes casos, deve manter-se o olho aberto e administrar-se a
substincia de ensaio no olho numa aplicaciio Unica de duracio aproximada de um segundo, mantendo o
recipiente directamente a frente do olho a uma distdncia de 10 cm. Esta distincia pode variar em fungio da
pressdo do nebulizador e do seu contetido. Devem ser tomadas precaugdes adequadas para nao danificar o
olho devido a pressdo do nebulizador. Em casos apropriados, pode ser necessdrio avaliar o potencial de
lesdo "mecanica” do olho pela for¢a da nebulizacfo.

Pode obter-se uma estimativa da dose de um aerossol através de simulagio do ensaio da seguinte forma:
nebuliza-se a substincia para um papel de pesagem através de uma abertura do tamanho do olho de coelho,
colocada directamente em frente do papel. Utiliza-se o aumento de peso do papel como uma aproximacdo
da quantidade nebulizada para o olho. Para substincias voldteis, a dose pode ser estimada por pesagem do
recipiente de recolha antes e ap6s a remocio do material de ensaio.

1.42.4 Ensaio inicial (ensaio in vivo de irritugcdo/corrosdo ocular utilizando um animal)

Tal como articulado na estratégia de ensaio sequencial (ver Anexo 1), recomenda-se vivamente que o
ensaio in vivo seja efectuado inicialmente utilizando um animal.

Se, utilizando o protocolo descrito, os resultados deste ensaio indicarem que a substincia € corrosiva ou
fortemente irritante para o olho, niio devem ser efectuados outros ensaios de irritagio ocular.

1.42.5 Anestesia local

A utilizacfio de anestesia local pode ser feita, mas analisando a sua necessidade caso a caso. Se a andlise de
importincia das provas indicare que a substincia pode causar dor ou se os ensaios iniciais revelarem
ocorréncia de reacciio dolorosa, pode utilizar-se um anestésico local antes da instilagdo da substancia de
ensaio. A selecc@o do tipo, concentragio e dose de anestésico local deve ser feita cuidadosamente de modo
a assegurar que a sua utilizaciio nfo altere a reaccfo a substincia de ensaio. O olho de controlo deve ser
anestesiado de igual forma,

1.42.6 Ensaio de confirmag¢do (ensaio in vivo de irritacdo ocular com animais adicionais)

Se ndo for observado um efeito corrosivo no ensaio inicial, a resposta irritante ou negativa deve ser
confirmada utilizando até dois animais adicionais. Se for observado no ensaio inicial um efeito
francamente irritante, indicativo de um efeito possivelmente forte (irreversivel) no ensaio de confirmacio,
recomenda-se que se efectue o ensaio de confirmacio de uma forma sequencial num animal de cada vez,
em vez de expor dois animais adicionais simultaneamente. Se o segundo animal apresentar efeitos
corrosivos ou fortemente irritantes, nio se deve continuar o ensaio. Pode ser necessdria a utilizacdo de
animais adicionais para confirmar respostas de irritagdo fracas ou moderadas.
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1427 Periodo de observagao

A duracdo do periodo de observagdo deve ser suficiente para uma avaliacdo completa da magnitude e
reversibilidade dos efeitos observados. No entanto, a experiéncia deve ser interrompida em qualquer altura
se o animal apresentar sintomas continuados de dor intensa ou de se encontrar em situacfio de perigo (9).
Para a determinaco da reversibilidade dos efeitos, os animais devem ser examinados normalmente durante
21 dias apds a administragdo da substiancia de ensaio. No caso de se observar reversibilidade antes do fim
do perfodo de 21 dias, deve interromper-se a experiéncia.

1.42.7.1 Observagoes clinicas e graduagao das reacg¢oes oculares

Os olhos devem ser examinados 1, 24, 48 e 72 horas apds a aplicacio da substincia de ensaio. Os animais
s6 devem ser mantidos sob ensaio durante o tempo necessério para obter informacédo definitiva. Os animais
que apresentem sintomas continuados de dor intensa ou de perigo devem ser abatidos sem demora, sendo a
substincia classificada de acordo com estes resultados. Os animais que apresentem as seguintes lesdes
oculares posteriores a instilagio devem ser abatidos: perfuracio da cdrnea; ulceragiio significativa da
cornea, incluindo estafiloma; sangue na cimara anterior do otho; opacidade da cérnea de grau 4 persistente
durante 48 horas; auséncia de reflexo a luz (resposta da iris de grau 2) persistente durante 72 horas;
ulceraco da membrana conjuntival; necrose da conjuntiva ou da membrana nictitante; ou formacio de
crosta. Este procedimento € devido ao facto de normalmente este tipo de lesdes ser irreversivel.

Os ensaios com animais que ndo desenvolvam lesdes oculares podem ser interrompidos, mas ndo antes de
3 dias apds a instilagdo. Os animais que apresentem lesdes fracas a moderadas devem permanecer sob
observaciio até cura de todas as lesdes ou durante o perfodo de 21 dias, apds o qual o estudo ¢ finalizado.
As observagdes devem ser efectuadas 7, 14 e 21 dias ap6s a aplicaciio de modo a determinar o estado das
lesdes e a sua reversibilidade ou irreversibilidade.

Os graus da reacg@o ocular (conjuntiva, cérnea e iris) devem ser anotados em cada exame (Tabela I).
Quaisquer outras lesdes do olho (por exemplo, pannus da cdrnea, coloragio) ou efeitos sistémicos adversos
devem igualmente ser incluidos no relatério.

O exame das reaccdes pode ser facilitado pela utilizacfio de uma lupa binocular, de uma ldmpada de fenda
manual, de um biomicroscépio ou de outro instrumento apropriado. Apds anotagdo das observagdes no
final de 24 horas, o exame aos olhos pode ser feito recorrendo a fluoresceina.

A graduaciio das respostas oculares é necessariamente subjectiva. O pessoal que executa as observacdes
deve ser treinado adequadamente no sistema de graduagio utilizado para promover a harmonizagdo da
graduagdo da resposta ocular e auxiliar os laboratdrios de ensaio e as pessoas envolvidas na obtengio e
interpretacio das observacdes

2. DADOS
2.2 ANALISE DOS RESULTADOS

Os resultados de irritagio ocular devem ser avaliados conjuntamente com a natureza e gravidade das lesdes
e a sua reversibilidade ou auséncia de reversibilidade. As respostas individuais nio representam um padrio
absoluto das propriedades irritantes do material, j4 que s3o também avaliados outros efeitos do material de
ensaio. Pelo contrério, os resultados individuais devem ser encarados como valores de referéncia que s6
sdo significativos quando corroborados por uma descriciio e avaliacio completas de todas as observacgdes.
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3. RELATORIO

3.1 RELATORIO DO ENSAIO
O relatério do ensaio deverd incluir as seguintes informagdes:

Fundamentagéo 16gica para o ensaio in vivo: andlise de importdncia das provas dos dados de ensaio pré-
existentes, incluindo os resultados da estratégia de ensaio sequencial

— descriciio dos dados relevantes disponiveis de ensaios anteriores:

— dados obtidos em cada etapa da estratégia de ensaio;

— descricdo dos ensaios in vitro efectuados, incluindo detalhes sobre o protocolo, resultados
obtidos com substidncias de ensaio/referéncia;

— descrigio do estudo efectuado in vivo sobre irritagiio/corrosdo dérmica, incluindo os resultados
obtidos;

— andlise de importincia das provas para a realizacio do estudo in vivo

Substincia de ensaio:

— dados de identificagdo (por exemplo, nimero CAS, origem, grau de pureza, impurezas conhecidas,
ntmero de lote);

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

— no caso de misturas, composi¢do e percentagens relativas dos componentes;

— no caso de utilizag@o de um anestésico local, identificagdo, grau de pureza, tipo, dose e interacgio
potencial com a substincia de ensaio.

Excipiente:

— identificagio, concentragdo (quando apropriado), volume utilizado;
— justificac@o para a escolha do excipiente.

Animais de ensaio:

— espécie/estirpe utilizada, fundamentac@o Idgica para a utilizagio de outro tipo de animais que nio
coelhos albinos;

— idade de cada animal no inicio do estudo;

— ntimero de animais de cada sexo no ensaio e nos grupos de controlo (se necessdrio);

— peso individual dos animais no inicio e no final do ensaio;

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

Resultados:

— descri¢o do método utilizado para medir a irritacio em cada observagiio (por exemplo, lampada de
fenda manual, biomicroscépio, fluoresceina);

— disposi¢do em tabelas dos dados sobre a resposta irritante/corrosiva para cada animal em cada
observagio até remogdo do animal do ensaio;

— descricio pormenorizada do grau e natureza da irritacdo ou corrosdio observadas;

— descri¢@o de quaisquer outras lesdes do olho observadas (por exemplo, vascularizagio, formagdo de
pannus da cornea, adesdes, coloragiio);

— descrigdo de efeitos no-oculares locais e efeitos sistémicos adversos e, caso sejam efectuadas, das
observagdes histopatoldgicas.

32 INTERPRETACAO DOS RESULTADOS
A extrapolac@o dos resultados dos estudos de irritagdo ocular em animais de laboratdrio para humanos tem
uma validade limitada. Em muitos casos, o coetho albino € mais sensivel do que os humanos a substancias
irritantes ou corrosivas oculares.

A interpretagio dos dados deve ser feita cuidadosamente de modo a excluir irritagio resultante de
infecgdes secunddrias.
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TABELA I: GRADUACAO DE LESOES OCULARES

Coérnea

Opacidade: grau de densidade (as medi¢des devem ser efectuadas na drea mais densa)*

Sem ulceragAo Nem OPACIAAAE ....eviiiiiiiii ettt st st s 0
Areas de opacidade escassas ou difusas (para além de uma pequena perda do lustre normal);

detalhes da fris claramente VISIVEIS ....ooiviiiiiiiiiii s 1
Area translicida claramente discernivel; detalhes da fris ligeiramente obscurecidos ................ 2
Area nacarada; nfio sdo visiveis os detathes da fris; o tamanho da pupila € dificilmente discernivel .......ccccoovvevennenn. 3
Cérnea opaca; a {ris ndo € discernivel através da opacidade .........coccvevirinirninie s 4

Miximo possivel: 4

* Deve ser anotada qual a drea de opacidade da cérnea

Iris

LA Ta3 T OO 0

Rugas marcadamente profundas, congestdo, tumefaccio, hiperemia ao redor da cérnea moderada;

ou injeccilo; iris reactiva a luz (considera-se que uma reacgio lenta € um efeito) .ooovvvverrivniinriniee 1

Hemorragia, destruicio macica ou auséncia de reacgdo & IUZ....ccovviviininriniinicereecneeeeee e 2
Miximo possivel: 2

Conjuntiva

Vermelhiddo (refere-se a conjuntiva palpebral e bulbar; excluindo a cérnea e a fris) Normal. ...occcooivviinninnnnnennnen. 0

Alguns vasos sanguineos com hiperemia (INJECAdOS) .oovvvirioiiriniiiee e s 1

Cor carmesim difusa; vasos individuais nfo sdo claramente diSCEINIVEIS iiiiiiiiiiimiiiiiiiiiieeeeeiiirreeeeeessiareeeeeeessssseeesaens 2

Cor vermelho-carne QIfUSA .......oovoviiireec e e e e 3
Miximo possivel: 3

Quimiose

Tumefaccio (refere-se as palpebras e/ou as membranas nictantes)

INOIIMIAL et b et e b st et e b e s e e b e be s e e b e b e s he s b e b e s hd s b e b e s hs e b e besas et e basaseababans 0
Alguma tumefacgAo acima dO MOTMIEAL ...eiii ettt et et e et e et e s eeebe e bt e s aeesabe e seesaeesabeeseanaeesseans 1
Tumefacgdo 6bvia, com eversdo parcial das PAIPEDIAS ...ooooioiiinirie s 2
Tumefaccio, com as PAIPEDIAS SEMI-CEITAGAS .iiiuiiiiiiiieiiieie ettt ettt et e et e st e et e e bt e st e st e ebeesaeesbeeseasaeesseens 3
Tumefacgdo, com as palpebras mais do qUe SEMI-CErTadas ..o s 4

Miximo possivel: 4
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ANEXO

Uma Estratégia de Ensaio Sequencial para a Irritacao e Corrosao Ocular

CONSIDERACOES GERAIS

No sentido de atender aos interesses quer cientificos, quer da protec¢do dos animais, torna-se importante evitar o uso
desnecessdrio de animais e minimizar os ensaios que possam causar reacgdes graves em animais. Deve ser analisada toda
a informacdo sobre a substdncia que seja relevante para a sua potencial capacidade irritante/corrosibilidade ocular antes
de se considerarem os ensaios in vivo. E possivel que existam ji dados suficientes para classificar a substancia de ensaio
segundo o seu potencial irritante ou corrosivo ocular, sem necessidade de recorrer a ensaios em animais de laboratdrio.
Assim, a utilizagdo de uma andlise de importincia das provas e de uma estratégia de ensaio sequencial minimizard a
necessidade de ensaios in vivo, especialmente no caso de substincias susceptiveis de produzir reacgdes graves.

Recomenda-se a utilizagdo da andlise de importincia das provas para avaliar a informagio existente sobre irritacdo e
corrosiio ocular e determinar a necessidade de se efectuar estudos adicionais, diferentes dos estudos oculares in vivo, que
sejam Uteis para caracterizar o referido potencial. No caso de serem necessdrios estudos adicionais, recomenda-se a
utilizacdo de uma estratégia de ensaio sequencial para a obtengfio dos dados experimentais relevantes. No caso de
substincias para as quais ndo exista nenhuma histéria de ensaios, deve ser utilizada a estratégia sequencial para a
obtencdo dos dados necessdrios para avaliar a sua irritagdo/corrosdo ocular. A estratégia de ensaio descrita no presente
Anexo foi desenvolvida num grupo de trabalho (workshop) da OCDE (1). Foi subsequentemente confirmado e ampliado
no sistema harmonizado e integrado de classificagdo de perigos para a saide humana e efeitos ambientais de substancias
quimicas, tal como foi aprovado pela 28 sessido conjunta do comité das substincias quimicas e do grupo de trabalho de
substincias quimicas, em Novembro de 1998 (2).

Apesar da presente estratégia de ensaio nflo fazer parte integrante do método de ensaio B.5, ela expressa a metodologia
recomendada para a determinacfo das propriedades de irritagio/corrosdo ocular. Esta metodologia representa nfio s6 a
melhor pritica como também um ponto de referéncia ético para o ensaio in vivo para irritagdo/corrosdo ocular. O método
de ensaio fornece uma orientacio para a realizagio do ensaio in vivo e resume os factores que devem ser considerados
antes de ponderar a execugdio deste ensaio. A estratégia de ensaio sequencial fornece uma metodologia de andlise da
importdncia das provas para a avaliagdo dos dados existentes sobre as propriedades de irritagdo/corrosio ocular de
substdncias e uma metodologia em séries para a obtengdo de dados relevantes sobre substincias para as quais sejam
necessdrios estudos adicionais ou para os quais ndo tenham sido efectuados quaisquer estudos. A estratégia inclui
inicialmente a realizag@o de ensaios in vitro ou ex vivo validados e aceites e, seguidamente, do método de ensaio B.4 para
o estudo de irritacdo/corrosdo dérmica em circunstincias especificas (3)(4).

DESCRICAO DA ESTRATEGIA DE ENSAIO POR ETAPAS

Antes da realizacio dos ensaios como parte da estratégia de ensaio sequencial (Figura), deve ser avaliada toda a
informagdo disponivel de modo a determinar a necessidade de realizaclio de ensaios oculares in vivo. Apesar de ser
possivel obter informacdo significativa a partir da avaliacdo de um sé parimetro (por exemplo, pH extremo), deve ser
avaliada a totalidade da informagfo existente. Para uma decisdo baseada na andlise da importincia das provas, devem ser
avaliados todos os dados relevantes sobre os efeitos da substdncia em causa, bem como dos seus andlogos estruturais, e
deve apresentar-se uma justificacdo fundamentada para a decisio tomada. Deve dar-se especial relevdncia aos dados
existentes sobre a substincia relativamente a humanos e animais e, seguidamente, aos resultados dos ensaios in vitro ou
ex vivo. Sempre que possivel devem ser evitados estudos in vivo de substincias corrosivas. Os factores considerados na
estratégia de ensaio incluem:

Avaliagdo dos dados existentes sobre humanos e animais (etapa 1). Devem considerar-se em primeiro lugar os dados
existentes sobre humanos - por exemplo, estudos clinicos e ocupacionais, relatérios de casos clinicos e/fou dados de
ensaios de estudos oculares em animais -, ji que estes dados fornecem informacfo directamente relacionada com os
efeitos nos olhos. Em seguida, devem ser avaliados os dados disponiveis sobre estudos de investigagdo da
irritagfio/corrosfio dérmica em humanos e/ou animais. As substdncias que apresentem evidéncias de corrosibilidade ou
capacidade irritante grave para os olhos conhecidas ndo devem ser instiladas em olhos de animais. De igual forma, as
substincias que apresentam efeitos corrosivos ou irritantes para a pele, também nfo devem ser instiladas em olhos de
animais, devendo ser consideradas igualmente corrosivas e/ou irritantes para os olhos. As substincias que apresentem
provas suficientes de nfio serem corrosivas ou irritantes em estudos oculares efectuados anteriormente também ndo devem
ser ensaiadas em estudos oculares in vivo.
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Andlise de relagées estrutura-actividade (SAR) (etapa 2). Devem ser considerados os resultados de ensaios de
substincias quimicas estruturalmente semelhantes, caso se encontrem disponiveis. No caso de existirem dados sobre
humanos e/ou animais suficientes, relativos aos efeitos de substincias estruturalmente semelhantes ou a misturas deste
tipo de substincias, indicativos do seu potencial de irritagiio/corrosio ocular, pode presumir-se que a substancia de ensaio
produzird as mesmas reaccOes. Nestes casos, poderd ndo ser necessdrio proceder a ensaios da substincia. Os dados
negativos obtidos de estudos de substincias estruturalmente semelhantes ou misturas dessas substidncias ndo constituem
prova suficiente de ndo-corrosibilidade/ndo-irritabilidade da substincia sob estratégia de ensaio sequencial. Devem ser
utilizadas abordagens de SAR validadas e aceites para identificacdo do potencial de irritagdo e corrosiio tanto dos efeitos
dérmicos como oculares.

Propriedades fisico-quimicas e reactividade quimica (etapa 3). As substancias que apresentam pH extremos tais como
<2,0 ou 211,5, podem ter efeitos locais fortes. Se o pH extremo servir como base de identificacdo da corrosibilidade ou
capacidade irritante ocular de uma substincia, a sua reserva dcida/alcalina (poder tampdo) também deve ser tida em
consideracdo (5)(6). Se o poder tampdo indicar que a substincia pode nfio ser corrosiva para o olho, devem ser efectuados
ensaios adicionais para confirmar esta indicaco, de preferéncia utilizando ensaios in vitro ou ex vivo validados e aceites
(ver secgdo das etapas S e 6).

Consideragdo de outras informagdes existentes (etapa 4). Nesta etapa, deve ser avaliada toda a informacgido disponivel
sobre toxicidade sistémica por via dérmica. Deve ser também considerada a toxicidade dérmica aguda da substincia de
ensaio. Se tiver sido demonstrado que a substincia é muito téxica por via dérmica pode nio ser necessirio efectuar
ensaios oculares. Apesar de ndo existir necessariamente uma relacio entre a toxicidade dérmica aguda e a
irritagdio/corrosdo ocular, pode considerar-se que se um agente € muito téxico por via dérmica também mostrara elevada
toxicidade quando instilado no olho. Estes dados podem ser também considerados entre as Etapas 2 e 3.

Resultados de ensaios in vitro ou ex vivo (efapas 5 e 6). Nio € necessdrio proceder a ensaios em animais de substincias
que tenham apresentado propriedades corrosivas ou de irritagdo grave em ensaios in vitro ou ex vivo (7)(8) que tenham
sido validados e aceites para estimar especificamente a corrosibilidade/capacidade de irritacdo ocular ou dérmica. Pode
considerar-se que estas substincias produzirdo efeitos graves semelhantes in vivo. Se nfio se encontrarem disponiveis
ensaios in vitro/ex vivo validados e aceites, devem ultrapassar-se as Etapas 5 e 6 e passar-se directamente a Etapa 7.

Avaliagao da capacidade irritante ou corrosibilidade dérmica in vivo de uma substdncia (etapa 7). Caso ndo existam
dados suficientes para uma andlise da importdncia das provas conclusiva sobre o potencial de irritacio/corrosiio de uma
substincia baseada nos dados dos estudos supramencionados, deve proceder-se em primeiro lugar a uma avaliag@o do
potencial de irritagio/corrosdo dérmica in vivo, utilizando o método de ensaio B.4 (4) e o seu Anexo (9). Se a substincia
causar corrosdo ou irritagfio grave da pele, deve ser considerada um irritante ocular corrosivo, excepto se existir outro tipo
de informagio que apoie uma conclusio alternativa. Assim, nio hd necessidade de efectuar um ensaio ocular in vivo. Se a
substdncia nfo for corrosiva ou gravemente irritante para a pele, deve efectuar-se um ensaio ocular in vivo.

Ensaio in vivo em coelhos (Etapas 8 e 9). O ensaio ocular in vivo deve comecar por um ensaio inicial usando um animal.
Se os resultados deste ensaio indicarem que a substdncia provoca irritagdo grave ou é corrosiva para os olhos, ndo devem
ser efectuados outros ensaios. Se o ensaio ndo revelar quaisquer efeitos corrosivos ou de irritagdo grave, deve efectuar-se
um ensaio de confirmagio com dois animais adicionais.
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FIGURA
ESTRATEGIA DE ENSAIO E AVALIACAO PARA IRRITACAO/CORROSAO OCULAR
Actividade Observacao Conclusao
1 Dados existentes para humanos Lesdes oculares graves Ponto final apical; considerar corrosivo
efou animais mostram efeitos para os olhos. Ndo € necessdrio ensaio.
oculares
[rritante ocular Ponto final apical; considerar irritante
para os olhos. Ndo € necessdrio ensaio.
Néo corrosivo/nfo irritante para Ponto final apical; considerar
os olhos nao-corrosivo e nao-irritante para os
olhos. Nio € necessdrio ensaio.
Dados existentes para humanos Corrosivo dérmico Assumir corrosibilidade para os olhos.
e/ou animais mostram efeitos Nio € necessdrio ensaio.
corrosivos na pele
Dados existentes para humanos [rritante dérmico grave Assumir capacidade irritante para os
e/ou animais mostram efeitos de olhos. Nio € necessdrio ensaio.
irritacdo grave na pele
Ndo existe informagado disponivel
ou a informacdo disponivel ndo é
conclusiva
2 Efectuar SAR para Previsdio de lesdes oculares Assumir corrosibilidade para os olhos.
irritagdo/corrosio ocular graves Nio € necessdrio ensaio.
Previsio de irritagio ocular Assumir capacidade irritante para os
olhos. Ndo € necessdrio ensaio.
Efectuar SAR para corrosdo Previsio de corrosibilidade Assumir corrosibilidade para os olhos.
dérmica dérmica Nao é necessdrio ensaio.
Ndo é possivel fazer quaisquer
previsoes ou as previsoes sao
inconclusivas ou negativas
3 Medir pH (poder tampdo, caso seja | pH <2 ou > 11,5 (com elevado Assumir corrosibilidade para os olhos.
relevante) poder tamp@o, caso seja Nao € necessdrio ensaio.
relevante)
2<pH < 11,5 ou pH=L2,0 ou 21 1,5
com baixo ou nenhum poder
tampado, caso seja relevante
4 Avaliar a toxicidade sistémica por Muito téxico a concentragdes A substincia seria demasiado téxica
via dérmica semelhantes aquelas que seriam para ser utilizada no ensaio. Ndo é
utilizadas no ensaio ocular. necessario ensaio.
Ndo existe essa informag¢do
disponivel ou a substdncia ndo é
muito toxica
5 Executar ensaio in vitro ou ex vivo | Reacc@o corrosiva Assumir corrosibilidade para os olhos.

validado e aceite para corrosio

ocular
d

Nio s40 necessirios ensaios adicionais.
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A substancia ndo é corrosiva ou
nao se encontram ainda
disponiveis métodos de ensaio in
vitro ou ex vivo validado para
corrosdo ocular

.

6 Executar ensaio in vitro ou ex vivo
validado e aceite para irritagdo

Reaccdo de irritaciio

ocular
J

A substancia ndo é irritante ou
nao se encontram ainda
disponiveis métodos de ensaio in
vitro ou ex vivo validado para
irrita¢do ocular

{

7 Avaliar experimentalmente o
potencial de irritagdo/corrosio
dérmica in vivo (ver Método de
ensaio B.4. incluindo o seu Anexo)

Reaccédo corrosiva ou de irritacdo
grave

)

A substancia ndo é corrosiva nem
provoca irritagdo grave na pele

8 Executar ensaio ocular inicial in
vivo em coelhos usando um animal

Lesdes oculares graves

Ndo ocorrem lesoes graves ou nao
ha reac¢do

i

9 | Executar ensaio de confirmagio
usando um ou dois animais
adicionais

Corrosiva ou irritante

Nio corrosiva nem irritante

Assumir capacidade irritante para os
othos. Nio sdo necessidrios ensaios
adicionais.

Assumir corrosibilidade para os olhos.
Nio € necessdrio ensaio.

Assumir corrosibilidade para os olhos.
Nio sdo necessdrios mais ensaios.

Considerar corrosiva ou irritante para
os olhos. Nio sfio necessdrios mais
ensaios.

Considerar no irritante e nfio corrosiva
para os olhos. Nio s@o necessdrios
mais ensaios,
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ANEXO 2F
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B.31. ESTUDO DE TOXICIDADE SOBRE O DESENVOLVIMENTO PRE-NATAL

1. METODO

O presente método baseia-se na publicaciio OECD TG 414 (2001) (normas de ensaio da OCDE).

1.1 INTRODUCAO

O presente método de ensaio de toxicidade sobre o desenvolvimento destina-se a fornecer informagfo geral
sobre os efeitos de exposiciio pré-natal no animal de ensaio prenhe e no organismo em desenvolvimento no
itero; pode incluir a avaliagido de efeitos maternos e de morte, anomalias estruturais ou alteragdes no
crescimento do feto. Apesar de constituirem uma parte importante do desenvolvimento, as deficiéncias
funcionais nfio sio contempladas neste método de ensaio, poderfio ser testadas num estudo independente ou em
complementaridade ao presente estudo, usando o método de ensaio de neurotoxicidade sobre o
desenvolvimento. Para obter informagdes relativas aos ensaios sobre deficiéncias funcionais e outros efeitos pds-
natais, deverdo consultar-se os métodos de ensaio para o estudo da toxicidade sobre a reproducio em duas
geracdes e o estudo da neurotoxicidade sobre o desenvolvimento, conforme seja apropriado.

Em situagdes pontuais, poderd revelar-se oportuno introduzir adaptagtes especificas no método de ensaio com
base em informagdes relativas, por exemplo, as propriedades fisico-quimicas ou toxicoldgicas da substincia de
ensaio. Contudo, este procedimento sO serd aceitivel quando existirem fortes razdes cientificas de que as
alteracdes ao método conduzirio a um ensaio mais informativo. Nesse caso, os fundamentos cientificos que
justificam as adaptagGes introduzidas deverdo ser cuidadosamente documentados no relatério do estudo.

1.2 DEFINICOES

Toxicologia sobre o desenvolvimento: estudo dos efeitos adversos que se manifestam num organismo em
desenvolvimento em resultado da exposi¢ido a determinada substincia antes da concepgdo, durante o
desenvolvimento pré-natal ou no periodo que decorre desde o nascimento até a maturagdo sexual. As principais
manitestacdes de toxicidade sobre desenvolvimento incluem: 1) morte do organismo, 2) anomalia estrutural, 3)
alteracdes no crescimento e 4) deficiéncia funcional. Anteriormente, a toxicologia sobre o desenvolvimento era
em muitos casos designada por teratologia.

Efeito adverso: qualquer alteragiio & normalidade relacionada com o tratamento que diminua a capacidade de
um organismo para sobreviver, reproduzir-se ou adaptar-se ao meio ambiente. No que respeita & toxicologia
sobre o desenvolvimento, esta defini¢io abrange, no seu sentido mais lato, todos os efeitos que interfiram no
desenvolvimento normal do concepto, antes e apds 0 nascimento.

Alteragdes no crescimento: alteracio de peso ou tamanho do corpo ou de um 6rgiio de um descendente.
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Alteracoes (anomalias): alteracSes estruturais no desenvolvimento, que incluem as malformagdes e as
variacoes (28).

Malformacao/Anomalia Grave: alteracio estrutural considerada prejudicial para o animal (pode também
ser letal), cuja ocorréncia € normalmente rara.

Variacio/Anomalia Ligeira: alteragiio estrutural pouco ou nada prejudicial para o animal; pode ser
transiente e ocorrer com relativa frequéncia na populagdo de controlo.

Concepto: conjunto dos derivados de um évulo fertilizado em qualquer estidio de desenvolvimento, desde a
fertilizacfio até ao nascimento, incluindo as membranas extra-embriondrias, bem como o embrifio ou o feto.

Implantacao (nidacao): ligacio do blastocisto ao revestimento epitelial do utero, incluindo a sua penetragiio
através do epitélio uterino e a sua implantagdo no endométrio.

Embriao: estddio inicial ou em desenvolvimento de qualquer organismo; mais especiticamente, € o produto da
fertilizaciio de um Svulo nas fases de desenvolvimento que decorrem desde o aparecimento da corda dorsal até a

formagio de todas as estruturas principais.

Embriotoxicidade: conjunto dos efeitos prejudiciais sobre a estrutura, desenvolvimento, crescimento e/ou
viabilidade normais de um embriio.

Feto: organismo em gestaciio no periodo pdés-embriondrio.

Toxicidade fetal: conjunto dos efeitos prejudiciais sobre a estrutura, desenvolvimento, crescimento e/ou
viabilidade normais de um feto.

Aborto: expulsio prematura do ttero dos produtos da concepgio: 0 embrido ou um feto invidvel.

Reabsorcao: reabsorciio (presente ou passada) de um produto de concep¢iio morto depois de implantado no
ltero.

Reabsorcao prematura: sinais de implantagio sem existéncia reconhecivel de embrido/feto.
Reabsorcao tardia: embrido ou feto morto, que apresentam alteracdes degenerativas externas.

NSEAQ: abreviatura para nivel sem efeito adverso observivel; corresponde a maior dose ou ao maior nivel de
exposi¢iio para o qual nio se observam efeitos adversos relacionados com o tratamento.
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1.3 SUBSTANCIA DE REFERENCIA
Nenhuma.
1.4 PRINCIPIO DO METODO DE ENSAIO

Normalmente, a substiincia de ensaio € administrada aos animais prenhes desde o momento da implantagéio
(pelo menos) até ao dia anterior ao previsto para o sacrificio. O dia do sacrificio deverd ser agendado o mais
proximo possivel da data esperada para o parto, sem que seja descurada a possibilidade de ocorrerem parto
prematuro e a consequente perda de dados. O método de ensaio ndo se destina apenas a examinar o periodo da
organogénese (por exemplo, dias 5-15 em roedores e dias 6-18 no coelho); permite também avaliar efeitos de
toxicidade desde a pré-implantaciio (se apropriado) e ao longo de todo o perfodo de gestagfio até ao dia anterior
a operagiio cesariana. As fémeas sdo sacrificadas pouco antes da operagio cesariana, apds o que os contetidos
uterinos sdo examinados e os fetos inspeccionados para detectar a presenga de anomalias externas visiveis e
alteracdes dos tecidos moles e do esqueleto.

1.5 DESCRICAO DO METODO DE ENSAIO
1.5.1 Seleccao de espécies animais

Recomenda-se que o ensaio seja realizado com as espécies mais relevantes e que se utilizem as espécies e
estirpes laboratoriais mais vulgarmente usadas em ensaios de toxicidade sobre o desenvolvimento pré-natal. As
espécies preferidas para ensaio sdo o rato, no caso de roedores, e o coelho, no caso de nao-roedores. O uso de
outras espécies deverd ser devidamente justificado.

1.5.2 Condicoes de alojamento e alimentacao

A temperatura do compartimento experimental dos animais deve ser 22°C (+ 3°) para roedores e 18°C (+ 3°)
para coelhos. A humidade relativa deverd ser 50-60%, embora sejam aceitdveis valores entre um minimo de
30% e um mdximo que, preferivelmente, nio deverd exceder 70%, salvo durante os perfodos de limpeza do
compartimento. A iluminagio deve ser artificial, com sequéncias de 12 horas de luz e 12 horas de escuridao. A
alimentagiio pode basear-se em dietas de laboratorio convencionais, com fornecimento ilimitado de dgua para
beber. O acasalamento deve ocorrer em gaiolas adequadas para o efeito. Embora seja preferivel alojar
individualmente os animais durante o acasalamento, considera-se aceitidvel o alojamento conjunto de um
pequeno nimero de animais.
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1.5.3 Preparaciao dos animais

Devem usar-se animais sauddveis que tenham permanecido nas condi¢des laboratoriais durante pelo menos 5
dias antes do ensaio para aclimatagiio e que ndo tenham sido sujeitos a experiéncias anteriores. Os animais de
ensaio devem ser caracterizados no que respeita a espécie, estirpe, proveniéncia, sexo, peso e/ou idade. Os
animais de todos os grupos de ensaio devem ser, tanto quanto possivel, uniformes quanto ao peso e a idade.
Devem usar-se fémeas jovens, adultas e nuliparas em todos os niveis de dose. As fémeas devem acasalar com
machos da mesma espécie e estirpe, devendo evitar-se o acasalamento entre irmédos. Em roedores, considera-se
o dia 0 de gestagio aquele em que se observa um rolhdo vaginal efou esperma. Em coelhos, o dia 0 ¢
normalmente o dia do coito ou da inseminaciio artificial, caso esta técnica seja usada. As gaiolas devem ser
dispostas de forma a minimizar possiveis efeitos derivados do seu posicionamento. Cada animal deve receber
um ndmero de identificacdo individualizado. As fémeas acasaladas devem ser distribuidas pelos grupos de
controlo e de tratamento de forma aleatéria. Caso tenha havido alojamento conjunto de virias fémeas durante o
acasalamento, os animais de cada conjunto devem ser distribuidos uniformemente pelos grupos de ensaio. Do
mesmo modo, as fémeas inseminadas pelo mesmo macho devem ser distribuidas equitativamente pelos vdrios

grupos.
1.6 PROCEDIMENTO
1.6.1 Numero e sexo dos animais

Cada grupo de ensaio ¢ de controlo deve comportar um nimero de fémeas suficiente para que se obtenham
cerca de 20 animais com locais de implanta¢iio no momento da necropsia. Os grupos com menos de 16 animais
com locais de implantagiio poderdo ser considerados como inadequados. A mortalidade materna nido invalida
necessariamente o estudo, desde que nio seja superior a cerca de 10%.

1.6.2 Preparacao das doses

Se for usado um agente de transporte ou outro aditivo para facilitar a administragdo das doses, deverido ser
tomadas em consideracio as seguintes caracteristicas: efeitos na absor¢io, distribuigiio, metabolismo e retengiio
ou excregiio da substincia de ensaio; efeitos nas propriedades quimicas da substiincia de ensaio susceptiveis de
alterar as suas caracteristicas toxicas; e efeitos no consumo de alimentos, na ingestio de dgua ou no estado
nutricional dos animais. O agente de transporte ndo devera apresentar toxicidade sobre o desenvolvimento nem
exercer efeitos na reprodugio.
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1.6.3 Dosagem

Normalmente, a substincia de ensaio devera ser administrada diariamente, desde a implantagido (por exemplo,
no dia 5 pés-acasalamento) até ao dia anterior ao previsto para a operagio cesariana. Se estudos anteriores
eventualmente disponiveis nfio indicarem um elevado potencial para perdas pré-implantagfio, o tratamento
podera prolongar-se de forma a abranger todo o periodo de gestagio, desde o acasalamento até ao dia anterior
a0 previsto para o sacrificio. E sabido que a manipulagdo imprépria ou a sujeicdo a tensoes durante a gravidez
podem resultar em perdas pré-natais, pelo que devem evitar-se manipulagdes desnecessdrias dos animais
prenhes e tensdes de origem externa, tais como ruido, de forma a minimizar as perdas por factores nio
relacionados com o tratamento.

Devem utilizar-se pelo menos trés niveis de dose e um controlo simultineo. Os animais saudiveis devem ser
distribuidos aleatoriamente pelos grupos de controlo e de tratamento. Os niveis de dose devem ser espagados de
forma a produzir uma gradagiio de efeitos toxicos. A escolha do nivel de dose maximo deve ter como objectivo
produzir alguma toxicidade sobre o desenvolvimento e/ou sobre a mie (sinais clinicos ou diminui¢do do peso
corporal), mas niio a morte ou sofrimento agudo, salvo se existirem limitagdes impostas pela natureza fisico-
quimica ou pelas propriedades bioldgicas da substincia de ensaio. Pelo menos um dos niveis de dose
intermédios deverd produzir efeitos toxicos minimos observdveis. O nivel de dose mais baixo ndo devera induzir
qualquer sinal de toxicidade sobre a mie ou sobre o desenvolvimento. Deve seleccionar-se uma sequéncia
descendente de niveis de dose que permita detectar qualquer resposta relacionada com a dosagem e determinar
o nivel sem efeito adverso observivel (NSEAO). Frequentemente, a melhor forma de estabelecer estas
sequéncias consiste no espacamento das doses em série geométrica, usando factores de dois ou de quatro. A
adi¢do de um quarto grupo de ensaio € muitas vezes preferivel ao uso de intervalos muito grandes entre as
dosagens (ou seja, com um factor superior a 10). Embora um dos objectivos do ensaio seja a determinaciio do
NSEAO materno, podem considerar-se aceitdveis estudos que niio permitam o cdlculo deste valor (1).

A escolha dos niveis de dose deverd tomar em consideraciio todos os dados de toxicidade existentes, bem como
informagdes adicionais sobre o metabolismo e toxicocinética da substincia de ensaio ou de substincias
relacionadas. Estas informagdes poderio ser também usadas para demonstrar a adequagio do regime de
dosagem.

Deve usar-se um grupo de controlo simultineo, que poderd ser um grupo com tratamento simulado ou, se for
usado um agente de transporte para administrar a substincia de ensaio, um grupo de controlo do agente de
transporte. Todos os grupos devem ser tratados com o mesmo volume da substincia de ensaio ou do agente de
transporte. Os animais do(s) grupo(s) de controlo devem ser manipulados de forma idéntica aos animais dos
grupos de ensaio. Os grupos de controlo do agente de transporte deveriio receber o volume miximo de agente
de transporte utilizado no ensaio (ou seja, um volume idéntico ao do grupo do nivel de dose mais baixo).

1.6.4 Ensaio-limite

Se um ensaio com um nivel de dose oral de pelo menos 1000 mg/kg de peso corporal/dia, realizado de acordo
com os procedimentos descritos neste estudo, nio provocar toxicidade observivel nos animais prenhes nem na
sua descendéncia e se, para além disso, os dados existentes sobre compostos estrutural e/ou metabolicamente
relacionados com a substincia de ensaio ndo sugerirem a possivel ocorréncia de efeitos, poderad considerar-se
desnecessdrio realizar um ensaio completo com trés niveis de dose. Nos casos em que se preveja exposicio
humana, poderd ser necessdrio aumentar o nivel de dose oral no ensaio-limite. Quando se usam outras formas de
administracdo, como inala¢do ou aplicagiio cutinea, as propriedades fisico-quimicas da substincia de ensaio sio
muitas vezes indicativas e limitantes do nivel mdximo de exposicio praticavel (por exemplo, a aplicacdo cutinea
niio deverd causar toxicidade local grave).
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1.6.5 Administracao das doses

Na maior parte dos casos, a substincia de ensaio ou o agente de transporte sdo administrados oralmente por
intubaciio. Se for usada outra via de administraciio, o experimentador deverd indicar e justificar as razdes que
presidiram & sua escolha; nesse caso, poderd ser necessdrio introduzir modificagdes apropriadas no método de
ensaio (2)(3)(4). A substincia de ensaio deve ser administrada todos os dias aproximadamente 4 mesma hora.

Normalmente, a dose a administrar a cada animal é calculada com base na determinacgfio mais recente do seu
peso corporal. No entanto, o ajuste das doses durante o dltimo ter¢co da gravidez deve ser feito com precaugio.
A escolha da dose deve tomar em consideragido dados de estudos anteriores para evitar um excesso de
toxicidade materna; contudo, se tal suceder, as mies com indicios de toxicidade excessiva devem ser
sacrificadas. Se vdrios animais prenhes apresentarem sinais de excesso de toxicidade, deverd considerar-se a
possibilidade de pér termo ao grupo de dose a que pertencem. A administragfio por gavagem deve ser feita, de
preferéncia, numa toma tnica, usando uma sonda géstrica ou uma cinula de intubagéo apropriada.

O volume maximo de liquido que pode ser administrado numa toma depende do tamanho do animal de ensaio,
nio devendo exceder 1| ml/100 g de peso corporal; exceptuam-se as solu¢des aquosas, que podem ser
administradas na proporgdo de 2 ml/100 g de peso corporal. Quando se usa 6leo de milho como agente de
transporte, o volume méaximo aceitivel é de 0,4 ml/100 g de peso corporal. Deve minimizar-se a variabilidade
do volume de ensaio efectuando ajustes nas concentragdes, de forma a assegurar a constincia do volume em
todos os niveis de dose.

1.6.6 Observacio das maes

Devem efectuar-se observagdes clinicas pelo menos uma vez por dia, de preferéncia sempre a(s) mesma(s)
hora(s). A escolha do momento da observaciio deve tomar em consideragio o periodo de efeitos miximos
previsto que se verifica apds a administragdo da dose. Estas observacGes devem ser descritas num registo, que
deverd conter indicagdes sobre a condigiio dos animais, incluindo mortalidade, estado moribundo, altera¢des
pertinentes do comportamento e todos os sinais de manifesta toxicidade.

1.6.7 Peso corporal e consumo de alimento

Os animais devem ser pesados no dia 0 de gestacio (se os animais acasalados forem fornecidos por um criador
externo, a pesagem podera ser feita até ao dia 3 de gestagfo, o mais tardar), no primeiro dia de dosagem, de trés
em trés dias (pelo menos) durante o periodo de dosagem e no dia do sacrificio.

Devem efectuar-se registos do consumo de alimento de trés em trés dias, coincidindo com dias da determinacgio
do peso corporal.

1.6.8 Inspeccao pos-morte

As fémeas devem ser sacrificadas no dia anterior ao previsto para o parto. As fémeas que apresentem sinais de
aborto ou parto prematuro antes da data marcada para o sacrificio deveriio ser mortas antecipadamente e
submetidas a um exame macroscépico completo.

No momento do sacrificio ou da morte durante o estudo, as mies serdo objecto de um exame macroscopico, a
fim de se detectarem quaisquer anomalias estruturais ou modificagbes patoldgicas. A observagiio das mies
durante a operaciio de cesariana e a subsequente andlise fetal deverio ser feitas de preferéncia sem que os
restantes animais do grupo se apercebam para evitar perturbacoes.
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1.6.9 Exame dos contetidos uterinos

Imediatamente apds o sacrificio ou o mais cedo possivel depois da morte espontinea, os titeros serdo retirados
para se averiguar o estado de gravidez dos animais. Os tteros que ndo se apresentem grividos devem ser
submetidos a exames adicionais (por exemplo, coloragiio com sulfureto de aménio em roedores e coloragiio de
Salewsky ou um método alternativo apropriado em coelhos) para confirmar o estado de ndo-gravidez (5).

Devem pesar-se 0s tteros gravidos, incluindo o colo. Nio serfio considerados para pesagem os Uteros griavidos
provenientes de animais encontrados mortos durante o estudo.

Deve determinar-se o nimero de corpos amarelos nos animais prenhes.

Devem examinar-se os contelidos uterinos para determinar os niimeros de embrides ou de fetos mortos, bem
como o nimero de fetos vidveis. Deve avaliar-se o grau de reabsorgiio, a fim de determinar o tempo relativo da
morte do concepto (ver secgdo 1.2).

1.6.10 Exame dos fetos

Devem determinar-se o sexo e o peso corporal de cada feto.
Cada feto serd objecto de um exame para detectar alteragdes externas (6).

Os fetos devem ser examinados para detectar alteragdes do esqueleto e dos tecidos moles (por exemplo, variagdes e
malformagdes ou anomalias) (7)(8)((10)( 1 1H12)(13)(14)(15)(16)(17)(18)(19)(20)(21)(22)(23)(24). E aconselhdvel
(mas nflo obrigatdrio) proceder & categorizagiio das alteracdes fetais, explicitando claramente os critérios usados para
definir cada categoria. O aparelho reprodutor deve ser objecto de especial atencéio, devendo ser inspeccionado quanto
a sinais de alteragdes no desenvolvimento.

No caso de roedores, devem preparar-se e examinar-se cerca de metade dos animais de cada ninhada para
detecgiio de alteracdes do esqueleto; os restantes animais seriio preparados e examinados para determinar
alteracdes dos tecidos moles, usando métodos aprovados de seccionamento em série ou técnicas adequadas de
dissecacio macroscopica cuidadosa.

No caso de nfio-roedores (por exemplo, o coelho), todos os fetos serfio examinados para detectar alteragdes dos
tecidos moles e do esqueleto. Os corpos serdo preparados por dissecacido cuidadosa e examinados quanto a
existéncia de alteracdes dos tecidos moles; o exame pode incluir procedimentos adicionais para avaliagio da
estrutura cardiaca interna (25). Metade dos fetos serd decapitada e as cabecas removidas serfio processadas para
avaliaciio de alteracSes de tecidos moles (incluindo olhos, cérebro, meatos nasais e lingua), usando métodos
correntes de seccionamento em série (26) ou outros métodos de sensibilidade idéntica. Os corpos dos fetos
decapitados e os restantes fetos intactos serdo processados e examinados para se detectarem alteragoes do
esqueleto, recorrendo a métodos idénticos aos descritos para roedores.
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2 DADOS
2.1 TRATAMENTO DOS RESULTADOS

Os dados relativos as mies e aos seus descendentes devem ser registados individualmente e resumidos em forma
tabular, indicando, para cada grupo de ensaio, o nimero de animais no inicio do ensaio, o nimero de animais
encontrados mortos durante o ensaio ou sacrificados por razdes humanitirias, o momento de todas as mortes
(espontineas ou provocadas), o niimero de fémeas gravidas, o nimero de animais com sinais de toxicidade, uma
descricio dos sinais de toxicidade observados (incluindo o momento do aparecimento, a duragio e a
intensidade), os tipos de observacdes embriondrias/fetais e todos os dados relevantes sobre as ninhadas.

Os resultados numéricos devem ser avaliados por um método estatistico apropriado, usando a ninhada como
unidade para a anilise de dados. Deve usar-se um método estatistico geralmente aceite; a sua escolha deve fazer
parte do planeamento do estudo e ser devidamente justificada. Devem também registar-se os dados relativos a
animais que nfio sobreviveram até i data prevista para o sacrificio. Quando apropriado, estes dados poderiio ser
incluidos nas médias de grupos; contudo, a sua importéncia e, consequentemente, a sua inclusio ou exclusiio em
qualquer média de grupo devem ser avaliadas e justificadas caso a caso.

22 ANALISE DOS RESULTADOS

Os dados recolhidos no Estudo de Toxicidade sobre o Desenvolvimento Pré-Natal deverdo ser analisados em
termos dos efeitos observados. Esta andlise deverd considerar a seguinte informagio:

— resultados do ensaio relativos a mie e ao embrido/feto, incluindo uma avaliagcio da relagfio (ou da
auséncia de relagdo) entre a exposicdo dos animais a substincia de ensaio e a incidéncia e a gravidade
de todos os efeitos observados;

— critérios usados para a categorizagiio das alteragOes externas, dos tecidos moles e do esqueleto dos
fetos, caso tenha sido feita;

— dados de controlo de estudos anteriores, quando apropriado, a fim de consolidar a interpretaciio dos
resultados do presente estudo;

— ndmeros usados no célculo de todas as percentagens ou indices;

— andlise estatistica adequada dos resultados do estudo, quando apropriado; deverd incluir informacio
suficiente sobre o método de andlise para que um examinador/estatistico independente possa reavaliar
e reconstituir a andlise.

No caso de o estudo demonstrar a inexisténcia de qualquer efeito toxico, devera considerar-se a possibilidade de
realizar investigagdes adicionais no sentido de definir a absorg¢io e a biodisponibilidade da substincia de ensaio.

23 INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

A finalidade do estudo de toxicidade sobre o desenvolvimento pré-natal reside na obtenciio de informagGes
relativas aos efeitos de exposi¢do repetida a uma substincia durante a gravider tanto nas mies como no
desenvolvimento intra-uterino dos seus descendentes. A interpretagio dos resultados deve tomar em
consideragiio dados de estudos subcrénicos, de reprodugiio e toxicocinéticos, entre outros eventualmente
disponiveis. O estudo enfatiza de igual modo a toxicidade geral, que pode ser avaliada pela toxicidade sobre a
mie, e a toxicidade sobre o desenvolvimento. Assim, os resultados obtidos vio permitir estabelecer, até certo
ponto, a distingiio entre (i) os efeitos sobre o desenvolvimento nio associados a toxicidade geral e (ii) os efeitos
sobre o desenvolvimento que apenas sfio induzidos em niveis que também sfo téxicos para a mée (27).
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3 RELATORIO
RELATORIO DO ENSAIO
O relatério do ensaio deverd incluir as seguintes informagdes especificas:
Substincia de ensaio:

— natureza fisica e, quando relevante, propriedades fisico-quimicas;
— identificacéo, incluindo o nimero CAS, caso este seja conhecido ou esteja definido;
— pureza.

Agente de transporte (se apropriado):
— caso o agente de transporte nfo seja dgua, uma justificagfio para a sua escolha.
Animais de ensaio:

— espécie e estirpe usadas;

— nidmero e idade dos animais;

— proveniéncia, condigdes de alojamento, dieta, etc.;
— pesos individuais dos animais no inicio do ensaio.

Condi¢oes de ensaio:

— razdes que presidiram a escolha dos diferentes niveis de dose;

— informagio pormenorizada sobre a formulacio da substincia de ensaio/preparagio da dieta,
concentragio atingida, estabilidade e homogeneidade da preparaciio;

— informagdo pormenorizada sobre a administracdo da substincia de ensaio;

— conversdo da concentragdo da substincia de ensaio na dieta/dgua de beber (ppm) para a dose real
(mg/kg de peso corporal/dia), se aplicdvel;

— condi¢des ambiental

— informagdo pormenorizada sobre a qualidade dos alimentos e da dgua.
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Resultados:
Dados de resposta tdxica materna por dose, incluindo, entre outras informagdes:

— nimero de animais no inicio do ensaio, nimero de animais sobreviventes, nimero de animais
prenhes, niimero de animais que abortaram, nimero de animais com parto prematuro;

— dia da morte no decurso do estudo ou indicagio dos animais sobreviventes no termo da
experiéncia;

— os dados relativos a animais que ndo sobreviveram até a data prevista para o sacrificio devem ser
incluidos no relatorio, mas ndo devem ser usados em comparagdes estatisticas entre grupos;

— dia da observagiio de cada sinal de anomalia clinica e subsequente evoluciio dessa anomalia;

— peso corporal, alteragciio do peso corporal e peso do ltero grivido; opcionalmente, alteragio do
peso corporal corrigida em relaciio ao peso do (tero gravido;

— consumo de alimento e consumo de dgua (caso este tenha sido medido);

— resultados da necropsia, incluindo o peso uterino;

— deveriio indicar-se os valores dos NSEAO para os efeitos maternos e para os efeitos sobre o
desenvolvimento.

Desenvolvimento atingido nas ninhadas com implantes em cada nivel de dose, incluindo:

— nidmero de corpos amarelos;
— niimero de implantagdes, nlimero e percentagem de fetos vivos e mortos e de reabsorgdes;
— nimero e percentagem de perdas pré- e pds-implantagfo.

Desenvolvimento atingido nas ninhadas com fetos vivos em cada nivel de dose, incluindo:

— nimero e percentagem de descendentes vivos;

— proporglio entre 0$ $eXos;

— peso corporal fetal, de preferéncia por sexo e nos dois sexos em conjunto;

— malformagdes externas, dos tecidos moles e do esqueleto, bem como outras alteragdes relevantes;

— critérios usados na categorizaciio, se apropriado;

— nimero total e percentagem de fetos e ninhadas que apresentem qualquer alteracfio externa, dos
tecidos moles ou do esqueleto, bem como os tipos e incidéncias de anomalias individuais e outras
alteracoes relevantes.

Andlise dos resultados.

Conclusdes.
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ANEXO 2G
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B.35. ESTUDO DE TOXICIDADE SOBRE A REPRODUCAO EM DUAS GERACOES

I METODO
O presente método baseia-se na publicaciio OECD TG 416 (2001) (normas de ensaio da OCDE).
1.1 INTRODUCAO

O presente método de ensaio de toxicidade sobre a reproduciio em duas geragSes destina-se a fornecer
informagdo geral sobre os efeitos de uma substincia de ensaio na integridade e no desempenho dos sistemas
reprodutores de machos e fémeas, incluindo a funcdo gonadal, o ciclo do estro, o comportamento de
acasalamento, a concepgilo, a gestaciio, a parturi¢fio, a lactagio e o desmame, bem como sobre o crescimento e
o desenvolvimento dos descendentes. O estudo pode também dar informagdes sobre os efeitos da substincia de
ensaio na morbidade e na mortalidade neonatais e fornecer dados preliminares relativos a toxicidade sobre o
desenvolvimento pré-natal e pds-natal, podendo ainda servir de guia para ensaios subsequentes. Além de
estudar o crescimento e o desenvolvimento da geragiio Fl, este método de ensaio destina-se também a avaliar a
integridade e o desempenho dos sistemas reprodutores dos machos e fémeas dessa geracdo, bem como o
crescimento e o desenvolvimento da geracio F2. Caso seja necessdrio obter informacdes suplementares
relativas 4 toxicidade sobre o desenvolvimento e as deficiéncias de desempenho, o presente protocolo pode ser
complementado pela introdugio de partes de outros estudos descritos em métodos para avaliar a toxicologia
sobre o desenvolvimento e/ou a neurotoxicidade sobre o desenvolvimento, conforme o caso; em alternativa,
aqueles topicos podem ser investigados em estudos independentes, com recurso aos métodos de ensaio
adequados.

1.2 PRINCIPIO DO METODO DE ENSAIO

A substincia de ensaio é administrada em doses graduais a virios grupos de machos e fémeas. Os machos da
geragio P devem ser tratados durante o crescimento e durante pelo menos um ciclo espermatogénico completo
(cerca de 56 dias no ratinho e 70 dias no rato), de forma a permitir a detec¢iio de quaisquer efeitos nocivos na
espermatogénese. Os efeitos sobre os espermatozdides sdo determinados por uma série de parimetros (por
exemplo, morfologia ¢ mobilidade) e por exame histopatolégico detalhado de preparagdes de tecidos. Caso
tenham sido previamente realizados estudos de dose repetida de duragdo adequada (por exemplo, um estudo de
90 dias) que fornecam dados sobre a espermatogénese, niio serd necessdrio incluir os machos da geraciio P na
avaliacio. No entanto, recomenda-se que sejam guardadas amostras ou gravacSes digitais do esperma da
geragdo P para possibilitar uma avaliagdo posterior. As fémeas da geracido P devem ser tratadas durante o
crescimento e durante virios ciclos estrais completos, para permitir a detec¢iio de quaisquer efeitos adversos
causados pela substincia de ensaio na normalidade do ciclo do estro. A substincia de ensaio € administrada aos
animais progenitores (P) durante o acasalamento, durante os periodos de gravidez resultantes e até ao desmame
da descendéncia F1. Nesta altura, a substincia de ensaio passa a ser administrada aos descendentes F1, que a
deveriio receber durante o crescimento até & idade adulta, o acasalamento e a produgio da geraciio F2, até ao
desmame da geraciio F2.

Todos os animais devem ser objecto de observagdes clinicas e exames patoldgicos para se detectarem sinais de
toxicidade, devendo dedicar-se atencdo especial aos efeitos sobre a integridade e o desempenho dos sistemas
reprodutores masculino e feminino, bem como aos efeitos sobre o crescimento e o desenvolvimento da
descendéncia.
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1.3 DESCRICAO DO METODO DE ENSAIO
1.3.1 Seleccao da espécie animal

A espécie preferida para ensaio € o rato. Caso se utilizem outras espécies, serd necessdrio justificar o seu
emprego e introduzir no método de ensaio as modificages apropriadas, Deve evitar-se a utilizagdo de estirpes
de fecundidade baixa ou em que se verifique frequentemente uma incidéncia elevada de deficiéncias de
desenvolvimento. No inicio do estudo, a diferenga de peso entre os animais deverd ser minima, nio podendo
ultrapassar 20% do peso médio de cada sexo.

1.3.2 Condicodes de alojamento e alimentacao

A temperatura do compartimento experimental dos animais deve ser 22°C (x 3°). A humidade relativa deverd
ser 50-60%, embora sejam aceitdveis valores entre um minimo de 30% e um médximo que, preferivelmente, nio
deverd exceder 70%, salvo durante os periodos de limpeza do compartimento. A iluminagfio deve ser artificial,
com sequéncias de 12 horas de luz e 12 horas de escuriddo. A alimentagdo pode basear-se em dietas de
laboratdrio convencionais, com fornecimento ilimitado de dgua para beber. Quando a substincia de ensaio for
administrada pela alimentaciio, a escolha da dieta poderd ser condicionada pela necessidade de assegurar a
dosagem adequada.

Os animais podem ser alojados individualmente ou em pequenos grupos do mesmo sexo. O acasalamento deve
ocorrer em gaiolas adequadas para o efeito. Quando houver sinais de cépula, as fémeas acasaladas devem ser
colocadas em gaiolas individuais de parto ou de maternidade. Em alternativa, os ratos acasalados podem ser
mantidos em grupos pequenos, separando-se apenas um ou dois dias antes do parto. As t€meas gravidas
préximas do termo devem dispor dos materiais de nidificagido apropriados e reconhecidos.

1.33 Preparaciao dos animais

Devem usar-se animais jovens e sauddveis, que tenham permanecido nas condi¢gdes experimentais durante pelo
menos 5 dias antes do ensaio para aclimatagcio e que nfio tenham sido sujeitos a experiéncias anteriores. Os
animais de ensaio devem ser caracterizados no que respeita a espécie, estirpe, proveniéncia, sexo, peso e/ou
idade. Devem conhecer-se as relacdes de parentesco directo entre 0s animais, de modo a evitar o acasalamento
entre irmaos. Os animais devem ser distribuidos a0 acaso pelos grupos de controlo e de tratamento (recomenda-
se a estratificacfio por peso corporal). As gaiolas devem ser dispostas de forma a minimizar possiveis efeitos
derivados do seu posicionamento. Cada animal deve receber um nimero de identificagio individualizado. Estes
procedimentos devem ser levados a efeito antes do inicio da dosagem dos animais da geracfio P e por ocasifo do
desmame dos animais da geragiio F1 seleccionados para acasalamento. Devem manter-se registos da ninhada de
origem de todos os animais seleccionados da geragdo F1. Quando o ensaio envolve pesagem individual das
crias ou quaisquer testes de desempenho, as crias devem ser identificadas individualmente o mais cedo possivel
depois do nascimento.

No inicio da dosagem, os animais progenitores (P) devem ter cerca de 5 a 9 semanas de idade. Os animais de
todos os grupos de ensaio deverio ser, tanto quanto possivel, uniformes quanto ao peso e a idade.
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1.4 PROCEDIMENTO

1.4.1 Numero e sexo dos animais

Cada grupo de ensaio e controlo deve comportar um nimero de animais suficiente para que se obtenham
preferivelmente 20 ou mais fémeas gravidas de termo ou proximas deste. Nos casos em que se utilizem
substincias que causam efeitos indesejiveis relacionados com o tratamento (por exemplo, esterilidade,
toxicidade excessiva na dose mais elevada), poderd ndo ser possivel cumprir este requisito. O objectivo € a
obten¢iio de um nimero de fémeas griavidas suficiente para garantir uma avaliago significativa do potencial da
substincia para afectar a fecundidade, a gravidez e o comportamento maternal, bem como o aleitamento, o
crescimento e o desenvolvimento da prole F1, desde a concepgfio até & maturidade, e o desenvolvimento da sua
descendéncia (F2) até ao desmame. Por esse motivo, a impossibilidade de obter o niimero desejado de animais
prenhes (isto €, 20) nido invalida necessariamente o estudo e deve ser avaliada caso a caso.

1.4.2 Preparacao das doses

Recomenda-se que a substincia de ensaio seja administrada oralmente (através da alimentagfio, na dgua de
beber ou por gavagem), excepto nos casos em que se considere mais apropriado utilizar outra via de
administragfio (por exemplo, aplicacfio cutinea ou inalagiio).

Se for necessdrio, a substincia de ensaio pode ser dissolvida ou suspensa num agente de transporte apropriado.
Recomenda-se que, sempre que possivel, seja considerada em primeiro lugar a utilizagio de uma
solugido/suspensido aquosa; caso tal ndo seja viavel, pode considerar-se o uso de uma solugdo/emulsdo em dleo
(por exemplo, 6leo de milho); em dltima instincia, poderd eventualmente recorrer-se ao uso de solugdes noutros
agentes de transporte. Devem conhecer-se as caracteristicas toxicas dos agentes de transporte que ndo sejam a
dgua. Deve determinar-se a estabilidade da substincia de ensaio no agente de transporte.

1.43 Dosagem

Devem utilizar-se pelo menos trés niveis de dose e um controlo simultineo. A escolha do nivel de dose midximo
deve ter como objectivo produzir um efeito téxico, mas ndo a morte ou sofrimento forte, salvo se existirem
limitagdes impostas pela natureza tisico-quimica ou pelas propriedades bioldgicas da substincia de ensaio.
Normalmente, consideram-se aceitiveis estudos com mortalidade inesperada, desde que a taxa de mortalidade
dos animais progenitores (P) seja inferior a cerca de 10%. Deve seleccionar-se uma sequéncia descendente de
niveis de dose que permita detectar qualquer efeito relacionado com a dosagem e determinar o nivel sem efeitos
adversos observiveis (NSEAO). Em muitos casos, a melhor forma de estabelecer estas sequéncias consiste no
espacamento das doses em série geométrica, usando factores de dois ou de quatro. A adi¢iio de um quarto grupo
de ensaio é muitas vezes preferivel ao uso de intervalos muito grandes entre as dosagens (ou seja, com um
factor superior a 10). Quando a substincia de ensaio é administrada na alimentacfio, o espagamento entre as
doses ndo deve ser superior a um factor de 3. A escolha dos niveis de dose deverd considerar todos os dados de
toxicidade existentes, em especial os resultados de estudos de dose repetida, devendo ainda levar em conta
quaisquer informagdes relativas ao metabolismo e a cinética da substincia de ensaio ou de substincias
relacionadas. Estas informagtes poderdo também ser usadas para demonstrar a adequagio do regime de
dosagem.

O grupo de controlo deve ser um grupo ndo sujeito a tratamento ou, se for usado um agente de transporte para
administrar a substincia de ensaio, um grupo de controlo do agente de transporte. Os animais do grupo de
controlo devem ser tratados da mesma maneira que os animais dos grupos de ensaio, com excepgio do
tratamento com a substincia de ensaio. Se for usado um agente de transporte, o grupo de controlo deverd
receber o volume mdximo de agente de transporte utilizado no ensaio. Se a substincia de ensaio for
administrada na alimentacdo e causar uma diminui¢do da ingestdo de alimentos e da sua assimilagdo, podera ser
necessdrio utilizar um grupo de controlo negativo (submetido ao mesmo regime alimentar reduzido); em
alternativa, poderdo usar-se os dados de estudos controlados destinados a avaliar os efeitos da diminui¢do do
consumo de alimento nos parimetros reprodutores.
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Deverio ser tomadas em consideragiio as seguintes caracteristicas do agente de transporte e outros aditivos:
efeitos na absorgdo, distribui¢do, metabolismo ou retengiio da substincia de ensaio; efeitos nas propriedades
quimicas da substincia de ensaio susceptiveis de alterar as suas caracteristicas toxicas; e efeitos no consumo de
alimentos, na ingestiio de dgua ou no estado nutricional dos animais.

1.44 Ensaio-limite

Se um estudo com um nivel de dose oral de pelo menos 1000 mg/kg de peso corporal/dia (ou uma percentagem
equivalente nos alimentos ou na dgua de beber, caso se recorra a um destes tipos de administragiio), realizado de
acordo com os procedimentos descritos neste estudo, nido provocar efeitos toxicos observiveis nos animais
progenitores nem na sua prole e se, para além disso, os dados existentes sobre compostos estrutural e/ou
metabolicamente relacionados com a substincia de ensaio niio sugerirem a possivel ocorréncia de toxicidade,
poderd considerar-se desnecessario realizar um ensaio completo com vdrios niveis de dose. O ensaio-limite é
sempre vilido, excepto nos casos em que se preveja exposi¢io humana e em que seja necessirio testar um nivel
de dose oral mais elevado. Quando se usam outras formas de administraciio, como inalagdo ou aplicagio
cutiinea, as propriedades fisico-quimicas da substincia de ensaio (por exemplo, a solubilidade) sfio muitas vezes
indicativas e limitantes do nivel maximo de exposigiio praticivel.

1.4.5 Administracao das doses

Os animais devem ser tratados com a substincia de ensaio durante os sete dias da semana. A forma de
administracdo preferida € a via oral (alimentagdo, dgua de beber ou gavagem). Se for usada outra via de
administracdo, deverdo ser indicadas as razdes subjacentes a sua escolha; neste caso, poderd ser necessirio
introduzir modificagdes apropriadas no método de ensaio. Deve utilizar-se o mesmo método de administragiio
em todos os animais durante o periodo experimental apropriado. A administragiio por gavagem deve ser feita
com uma sonda gistrica. O volume de liquido administrado numa toma néo deve exceder 1 ml/100 g de peso
corporal (o volume maximo para éleo de milho € de 0,4 ml/100 g de peso corporal); exceptuam-se as solugdes
aquosas, que podem ser administradas na propor¢iio de 2 ml/100 g de peso corporal. Deve minimizar-se a
variabilidade do volume de ensaio efectuando ajustes nas concentragdes, de forma a assegurar a constincia do
volume em todos os niveis de dose; exceptuam-se os casos em que se utilizam substincias irritantes ou
corrosivas, que normalmente exercem efeitos exacerbados quando aplicadas em concentragbes mais elevadas.
Normalmente, nos estudos com administragdo por gavagem, as crias amamentadas s6 recebem a substincia de
ensaio de forma indirecta, através do leite; a dosagem directa inicia-se apenas na altura do desmame. Nos
estudos em que a substincia de ensaio € administrada na alimentacdo ou na dgua de beber, as crias podem
receber uma quantidade adicional da substincia de ensaio quando, na Gltima semana do perfodo de lactagio,
comegam & comer por si proprias.

E importante assegurar que as quantidades de substincia de ensaio administradas através da alimentagio ou da
dgua de beber nio interferem nas exigéncias normais de nutrigio ou de consumo de dgua. Quando a substincia
de ensaio for incorporada na alimentagiio, pode utilizar-se uma concentragiio alimentar constante (ppm) ou,
alternativamente, um nivel de dose constante em rela¢iio ao peso corporal dos animais; deve especificar-se o
método escolhido para o ensaio. No caso de uma substincia administrada por gavagem, a dose deve ser
administrada todos os dias & mesma hora, devendo ser ajustada pelo menos uma vez por semana a fim de se
manter uma dose constante em relacdo ao peso corporal do animal; estes ajustes deverdo ser feitos tendo em
conta os dados relativos a distribui¢iio placentiria.
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1.4.6 Plano da experiéncia

A substincia de ensaio comega a ser administrada diariamente aos machos e témeas progenitores (P) ao
atingirem entre 5 e 9 semanas de idade. A dosagem didria dos machos e fémeas F1 deve comecar na altura do
desmame; importa ter presente que, quando a substincia de ensaio € administrada através da alimentacdo ou na
dgua de beber, pode ocorrer exposicio directa das crias da geragiio F1 a substiincia de ensaio durante o periodo
de lactagdo. O tratamento de ambos os sexos das geragoes P e F1 deve decorrer durante pelo menos 10 semanas
antes do acasalamento, prosseguindo nas duas semanas do perfodo de acasalamento. Os machos devem ser
sacrificados e examinados quando deixam de ser necessdrios para avaliagdo de efeitos sobre o aparelho
reprodutor. A dosagem das témeas progenitoras (P) deve continuar durante a gravidez, prolongando-se até ao
desmame da prole F1. O esquema de administra¢io poderd ser modificado com base em informagdes relativas &
substincia de ensaio, incluindo dados sobre toxicidade, indugio de metabolismo ou bioacumulagdo.
Normalmente, a dose a administrar a cada animal é calculada com base na determinagiio mais recente do seu
peso corporal, No entanto, o ajuste das doses durante o dltimo ter¢o da gravidez deve ser feito com precaugio.
O tratamento dos machos e fémeas P e F1 deve continuar até ao momento do sacrificio. Todos os machos e
fémeas adultos P e F1 devem ser sacrificados quando deixarem de ser necessdrios para avaliagdo de efeitos
sobre a reproducfio. Os animais da descendéncia Fl nfo seleccionados para acasalamento e todos os
descendentes F2 deveriio ser sacrificados apds o desmame.

1.47 Processo de acasalamento

1.4.7.1 Acasalamento dos progenitores (P)

Para o acasalamento, cada fémea deve ser colocada juntamente com um tnico macho pertencente a0 mesmo
nivel de dosagem (acasalamento 1:1) até que ocorra cépula ou tenham decorrido duas semanas. As fémeas
devem ser examinadas diariamente para verificar a presenga de esperma ou um rolhiio vaginal. Considera-se o
dia 0 de gravidez aquele em que se observa um rolhdo vaginal e/fou esperma. Quando a tentativa de
acasalamento for mal sucedida, poderd tentar-se um novo acasalamento das fémeas com machos do mesmo
grupo comprovadamente aptos a procriar. Os pares acasalados devem ser identificados nos dados do ensaio de
forma inequivoca. Deve evitar-se o acasalamento entre irmfos.

1.4.7.2 Acasalamento de F1

Para o acasalamento da descendéncia FI e produgdo da geracio F2, devem seleccionar-se pelo menos um
macho e uma fémea de cada ninhada, em altura de desmame, para acasalamento com outras crias pertencentes
ao mesmo nivel de dose mas provenientes de ninhadas diferentes. A selec¢fio das crias de cada ninhada deve ser
feita de forma aleatoria, desde que néo se verifiquem diferencas significativas no peso corporal ou na aparéncia
dos animais. Caso se observem essas diferengas, devem seleccionar-se 0s animais mais representativos de cada
ninhada. Embora a forma mais correcta de selecgido seja aquela que se baseia no peso corporal, em
determinadas circunstincias poderd ser mais conveniente recorrer & aparéncia. A descendéncia Fl sé deve
acasalar depois de ter atingido a maturidade sexual completa.

Os casais sem descendéncia devem ser avaliados para determinar as causas da aparente esterilidade. Esta
avaliagiio pode envolver novas tentativas de acasalamento com outros machos ou fémeas comprovadamente
aptos a procriar, o exame microscépico dos drgios reprodutores e a observaciio dos ciclos do estro ou da
espermatogénese.
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1.47.3 Segundo acasalamento

Em determinadas circunstiincias, tais como situagdes em que se verifiquem alteragdes na dimensiio da ninhada
relacionadas com o tratamento ou em que se observe um efeito ambiguo no primeiro acasalamento, recomenda-
se que os adultos P ou F1 acasalem de novo para produzir uma segunda ninhada. O segundo acasalamento de
fémeas ou machos que nfo tenham produzido ninhadas deveri ser feito com reprodutores comprovados do sexo
oposto. Se numa das geragdes for estritamente necessirio produzir uma segunda ninhada, os animais devem
acasalar novamente cerca de uma semana depois do desmame da dltima ninhada.

1.4.7.4 Dimensao das ninhadas

Os animais devem poder parir normalmente e criar os seus descendentes até a0 desmame. A uniformizacdo do
tamanho das ninhadas € opcional; caso seja feita, deve descrever-se pormenorizadamente o método usado.

1.5 OBSERVACOES
1.5.1 Observacoes clinicas

Deve efectuar-se diariamente uma observaciio clinica geral; nos casos em que a dose € administrada por
gavagem, a escolha do momento da observaciio deve tomar em consideragdo o periodo de efeitos maximos
previsto que se verifica apdés a administracio da dose. Devem registar-se quaisquer modificagdes de
comportamento, sinais de parto dificil ou prolongado e todos os sinais de toxicidade. Deverd efectuar-se uma
inspec¢io adicional mais pormenorizada de cada animal pelo menos uma vez por semand, que por conveniéncia
podera coincidir com o momento da pesagem. Para além disso, cada animal deve ser observado duas vezes por
dia (ou uma vez por dia durante o fim-de-semana, quando for conveniente) para avaliar morbidade e
mortalidade.

1.5.2 Peso corporal e consumo de alimento/agua dos animais progenitores

Os animais progenitores (P e F1) devem ser pesados no primeiro dia de tratamento e, em seguida, pelo menos
uma vez por semana. O peso das t€meas progenitoras (P e F1) deve ser determinado, no minimo, nos dias 0, 7,
14 e 20 ou 21 da gestagfio, durante a lactacio (nos dias coincidentes com a pesagem das crias) e no dia do
sacrificio. Estas observagGes devem ser registadas individualmente para cada animal adulto. Durante os
perfodos de pré-acasalamento e gestagfio, o consumo de alimento deve ser medido pelo menos semanalmente.
Se a substincia de ensaio for administrada na dgua, o consumo de dgua deve ser determinado pelo menos uma
Vez por semana.

153 Ciclo do estro

A duragio e a normalidade do ciclo do estro nas fémeas P e F1 sdo avaliadas por observaciio de esfregacos
vaginais obtidos antes do acasalamento, durante o acasalamento (opcional) e até existirem evidéncias de cépula.
A remogio de células vaginais/cervicais deve ser feita cuidadosamente, de modo a evitar o distdrbio da mucosa
e a subsequente inducdo de uma gravidez ficticia (1).
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1.54 Parametros dos espermatozéides

No momento do sacrificio, deverd registar-se o peso dos testiculos e do epididimo de todos os machos P e F1
apds o sacrificio. Deve reservar-se um exemplar de cada tipo de érgiio para exame histopatoldgico (ver secgdes
1.5.7 e 1.5.8.1). Para a contagem de espermatidios e de espermatozdides das reservas do conduto epididimdrio
resistentes a homogeneizaciio, deveriio usar-se, respectivamente, os testiculos e os epididimos de subgrupos de
pelo menos 10 machos de cada grupo P e F1. Deve colher-se o esperma do conduto epididimério ou do canal
deferente dos animais desses subgrupos para avaliar a mobilidade e a morfologia dos espermatozoides. Se
forem detectados efeitos relacionados com o tratamento ou se estudos anteriores indicarem possiveis efeitos na
espermatogénese, deverdo analisar-se os espermatozdides de todos os machos de cada grupo de dose; caso
contririo, a contagem pode restringir-se aos machos P e F1 dos grupos de controlo e de dose méxima.

Deve proceder-se a contagem do nimero total de espermatidios testiculares e de espermatozéides do conduto
epididimdrio resistentes a homogeneizacio (2)(3). O niimero de espermatozdides das reservas do conduto pode
ser determinado considerando o volume e a concentragdo de esperma na suspensdo usada para a andlise
qualitativa e efectuando a contagem de espermatozdides apds maceracio efou homogeneizagiio do restante
tecido do conduto. As contagens devem ser feitas nos subgrupos de machos seleccionados de todos os grupos de
dosagem e ser levadas a efeito imediatamente apds o sacrificio dos animais, excepto se forem feitas gravacdes
de video ou digitais ou se os animais forem congelados para andlise posterior. Nestes casos, podem analisar-se
primeiro os grupos de controlo e de dose maxima; se ndo se observarem efeitos relacionados com o tratamento
(por exemplo, efeitos na contagem, mobilidade ou morfologia dos espermatozdides), nio serd necessirio avaliar
os restantes grupos de dose; caso contririo, deverdo analisar-se também os grupos de dosagem inferior.

A mobilidade dos espermatozéides do epididimo (ou do canal deferente) deve ser analisada ou gravada em
video imediatamente apds o sacrificio. O esperma deve ser retirado o mais rapidamente possivel, enquanto os
danos sio minimos; seguidamente, deve ser diluido para uma andlise de mobilidade usando métodos aprovados
(4). A determinagiio da percentagem de espermatozoéides progressivamente méveis poderd ser tanto subjectiva
como objectiva. Quando se realiza uma andlise de mobilidade assistida por computador (5)(6)(7)(8)(9)(10), a
determinagio da mobilidade progressiva baseia-se em valores criticos definidos pelo utilizador em relacdo a
velocidade média e a rectitude da trajectdria, ou fndice linear. Se existirem gravagdes em video de amostras (11)
ou outras imagens obtidas durante a necropsia, pode efectuar-se posteriormente a andlise dos machos P e Fl
dos grupos de controlo e de dose mdxima. Se nido se observarem efeitos relacionados com o tratamento, serd
desnecessdrio avaliar os restantes grupos de dose; caso contririo, deverfio analisar-se também os grupos de
dosagem inferior. Caso nido existam imagens de video ou digitais, todas as amostras de todos os grupos de
tratamento devem ser analisadas no momento da necropsia.

Deve efectuar-se a anilise morfologica de uma amostra de espermatozodides epididimdrios (ou do canal
deferente). Depois de fixados, os espermatozéides (pelo menos 200 por amostra) sfio examinados em
preparagdes humidas (12) e classificados como normais ou anormais. As anomalias morfoldgicas em
espermatozoides incluem fusio, cabecas isoladas e auséncia de cabecas e/ou de caudas. A avaliagiio deve ser
feita nos subgrupos de machos seleccionados de todos os grupos de dose, quer imediatamente apds o sacrificio
dos animais, quer posteriormente, usando gravagdes de video ou digitais. Depois de fixados, os esfregacos
podem também ser guardados para andlise posterior. Nestas situagdes, podem analisar-se primeiro os grupos de
controlo e de dose maxima. Se nio se observarem efeitos relacionados com o tratamento (por exemplo, efeitos
na mortfologia dos espermatozéides), nfio serd necessdrio analisar os restantes grupos de dose; caso contririo,
deveriio analisar-se também os grupos de dosagem inferior.

Caso um dos pariimetros de avaliagio de espermatozéides acima mencionados tenha sido examinado
anteriormente num estudo sistémico de toxicidade de pelo menos 90 dias, poderd considerar-se desnecessdrio
repetir a sua avaliacio no estudo em duas geragdes. Recomenda-se, no entanto, que se guardem amostras ou
gravagoes digitais de espermatozdides da geragdo P para possibilitar uma avalia¢do posterior, caso esta venha a
ser necessdria.
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1.5.5 Descendéncia

Cada ninhada deve ser examinada o mais cedo possivel apds o parto (dia O de lactagiio) para se determinar o
nimero e o sexo das crias, os nados-mortos, 0s nados-vivos e a presenga de anomalias macroscopicas. Caso nio
se encontrem maceradas, as crias encontradas mortas no dia 0 devem ser examinadas para determinar eventuais
malformacdes e a causa da morte; estes animais devem manter-se conservados. As crias vivas devem ser
contadas e pesadas individualmente no momento do nascimento (dia (0 de lactagdo) ou no dia 1; a partir dai, os
pesos devem ser avaliados em dias regulares de pesagem, por exemplo, nos dias 4, 7, 14 e 21 de lactagfio.
Devem registar-se as alteragdes fisicas ou de comportamento observadas nas mides ou nos descendentes.

A avaliagiio do desenvolvimento fisico da descendéncia deve basear-se principalmente no aumento do peso
corporal. Outros pardmetros fisicos (por exemplo, abertura dos olhos e ouvidos, erupgio dos dentes,
crescimento de pélo) poderio dar informagdes suplementares. No entanto, estes dados deveriio ser considerados
preferencialmente no contexto da maturacio sexual (por exemplo, idade e peso corporal no momento da
abertura vaginal ou da separac¢iio balano-prepucial) (13). Devem efectuar-se avaliagdes de desempenho (por
exemplo, actividade motora, funciio sensorial e ontogenia dos reflexos) da descendéncia F1 antes e/ou depois do
desmame, dedicando especial atengdo aos aspectos relacionados com a maturagdo sexual, caso nido tenham sido
incluidas em estudos independentes. Deve determinar-se a idade da abertura vaginal e da separagfio do preplicio
nos animais recém-desmamados seleccionados para acasalamento. Se forem detectadas alterages na proporgio
entre 0s sexos ou no tempo de maturaciio sexual dos animais F1, deverd medir-se a distincia anogenital das
crias F2 no dia 0 pés-natal.

As observagdes de desempenho poderio ser omitidas em grupos que revelem claramente outros sinais de efeitos
adversos (por exemplo, um decréscimo significativo na progressdo do peso, etc.). Caso se realizem, as
avaliaces de desempenho niio devem ser efectuadas em crias seleccionadas para acasalamento.

1.5.6 Necropsia macroscopica

Todos os animais progenitores (P e F1), bem como todas as crias apresentando anomalias externas ou sinais
clinicos e uma cria seleccionada aleatoriamente das geracgdes F1 e F2, escolhida ao acaso quanto ao sexo e &
ninhada de origem, devem ser analisados macroscopicamente no momento do sacrificio ou da morte no decurso
do estudo para se detectar qualquer anomalia estrutural ou alteracio patologica; deverd dedicar-se uma atengiio
especial aos 6rgios do aparelho reprodutor. Caso nfio se encontrem maceradas, as crias sacriticadas, em estado
moribundo ou encontradas mortas devem ser examinadas para se determinarem eventuais malformagoes e/ou a
causa da morte; estes animais devem manter-se conservados.

Devem examinar-se os lteros de todas as fémeas primiparas a fim de se detectarem a presenca e o niimero de
locais de implantaciio; este exame deverd ser feito de forma a nflo comprometer a avalia¢io histopatoldgica.
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1.57 Pesagem dos érgaos

No momento do sacrificio, deverda determinar-se o peso do corpo e dos seguintes 6rgios de todos os animais
progenitores P e F1 (os érgiios pares devem ser pesados individualmente):

— thero, ovdrios;

— Testiculos, epididimo (total e conduto);

— Prostata;

— Vesiculas seminais, glindulas coagulantes e respectivos fluidos e prostata (como uma unidade);

— Cérebro, figado, rins, bago, glandula pituitdria, tiréide, glindulas supra-renais e Orgdos-alvo
conhecidos.

Devem determinar-se os pesos corporais terminais das crias F1 e F2 seleccionadas para necropsia, devendo
ainda pesar-se o cérebro, o baco e o timo de uma cria seleccionada aleatoriamente quanto ao sexo e a ninhada
de origem (ver secgiio 1.5.6).

Sempre que possivel, a avaliagdo dos resultados da necropsia macroscopica e da pesagem de 6rgios deverd ser
efectuada tendo em conta os dados de outros estudos de dose repetida.

1.5.8 Histopatologia

1.5.8.1 Animais progenitores

Devem ser fixados e conservados em meio adequado para exame histopatolégico os seguintes orgios e tecidos
de animais progenitores (P e F1) (ou amostras representativas):

— Vagina, ttero com colo e ovirios (preservados em fixador adequado);

— Um testiculo (preservado em fixador de Bouin ou equivalente), um epididimo, vesiculas seminais,
préstata e glindula coagulante;

— Orgﬁo(s) alvo previamente identificado(s) de todos os animais P e F1 seleccionados para
acasalamento.

Serido objecto de um exame histopatoldgico completo os orgios e tecidos conservados acima mencionados de
todos os animais P e Fl dos grupos de controlo e de dose mixima seleccionados para acasalamento. A
inspec¢do dos ovirios dos animais P € opcional. Serdo examinados os orgdos que apresentem alteragGes
relacionadas com o tratamento dos animais dos grupos de doses média e baixa, a fim de auxiliar a determinacfo
do NSEAO. Adicionalmente, devera efectuar-se a avaliacdo histopatoldgica dos orgdos reprodutores de animais
dos grupos de dose média e baixa suspeitos de fertilidade reduzida (por exemplo, animais com insucesso no
acasalamento, concepgio, geragdo ou parto de uma descendéncia sauddvel, ou animais com alteragdes nos
ciclos do estro ou no nimero, mobilidade ou morfologia dos espermatozéides). Deverdo examinar-se todas as
lesdes macroscépicas, tais como atrotias ou tumores.
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Os testiculos devem ser objecto de um exame histopatoldgico pormenorizado (por exemplo, usando fixador de
Bouin, inclusio em parafina e secgdes transversais com 4-5um de espessura) a fim de se detectarem efeitos
relacionados com o tratamento, tais como retenciio de espermatidios, auséncia de camadas ou tipos de células
germinais, células gigantes multinucleadas ou perda de células espermatogénicas para o limen (14). O exame
do epididimo intacto deve abranger a cabeca, o corpo e o conduto e pode efectuar-se por observagio de uma
secc¢do longitudinal. A andlise do epididimo destina-se a detectar infiltragio de leucdcitos, alteragio na
prevaléncia de tipos de células, tipos de células aberrantes e fagocitose de espermatozéides. Os drgios
reprodutores masculinos podem ser examinados recorrendo ao uso de PAS (dcido p-aminossalicilico) e
coloragdo com hematoxilina.

Os ovdrios no periodo pds-lactagdo devem conter foliculos primordiais e foliculos em crescimento, bem como
os grandes corpos amarelos da lactagdo. O exame histopatoldgico devera detectar uma diminuicdo qualitativa da
populagio de foliculos primordiais. As fémeas Fl devem ser submetidas a uma avaliaciio quantitativa dos
foliculos primordiais; o nimero de animais, a selecgiio da secgio do ovirio e o tamanho da amostra seccionada
devem ser adequados, do ponto de vista estatistico, para o procedimento de avaliagio usado. O exame deve
incluir a contagem do nimero de foliculos primordiais (que poderio estar combinados com pequenos foliculos
em crescimento) em ovdrios de tratamento e em ovérios de controlo, para posterior comparagio de resultados
(A5)A)ITH(A8)(19).

1.58.2 Animais recém-desmamados

Devem ser fixados e conservados em meio apropriado para exame histopatologico os tecidos e drgdos alvo com
anomalias macroscdpicas de todas as crias que apresentem anomalias externas ou sinais clinicos, bem como de
uma cria seleccionada aleatoriamente das geracdes F1 e F2, escolhida ao acaso quanto ao sexo e a ninhada de
origem e que nfo tenha sido seleccionada para acasalamento. Deve efectuar-se a caracterizagio histopatoldgica
completa do tecido conservado, dando especial atengio aos 6rgdos do aparelho reprodutor.

2 DADOS

2.1 TRATAMENTO DOS RESULTADOS

Os dados devem ser registados individualmente e resumidos na forma de quadros, indicando, em relagfo a cada
grupo de ensaio e cada geragdo, o nimero de animais no inicio do ensaio, o nimero de animais encontrados
mortos durante o ensaio ou sacrificados, o momento de todas as mortes ou sacrificios, o ndmero de animais
férteis, o nimero de fémeas gravidas, o nimero de animais com manifesta¢des de toxicidade, uma descrigio dos
sinais de toxicidade observados (incluindo o momento do aparecimento, a duragio e a intensidade), os tipos de
observagdes feitas nos progenitores e nos descendentes, os tipos de alteragdes histopatoldgicas e todos os dados
relevantes relativos as ninhadas.
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Os resultados numéricos devem ser avaliados com um método estatistico adequado e geralmente aceite; a
escolha do método estatistico deve constar do planeamento do estudo e ser devidamente justificada. Os modelos
estatisticos dose-resposta podem ser lteis para a andlise dos dados. O relatério deve incluir informagiio
suficiente sobre o método de andlise e o programa informdtico usados para que um examinador/estatistico
independente possa reavaliar e reconstituir a andlise.

2.2 ANALISE DOS RESULTADOS

Os dados recolhidos no estudo de toxicidade sobre a reprodugfio em duas geragdes, incluindo os relativos aos
exames microscopicos e necropsias, deveriio ser analisados em termos dos efeitos observados. A andlise devera
considerar a relagiio (ou a auséncia de relagiio) entre a dose da substiincia de ensaio e a presenca ou auséncia,
incidéncia e gravidade de anomalias, incluindo lesdes macroscopicas, orgios identificados como alvos,
alteracdes da fertilidade, anomalias clinicas, alteragdes da reprodugiio e procriagio, alteragdes do peso corporal,
efeitos na mortalidade e quaisquer outros efeitos toxicos. A andlise dos resultados do ensaio deve ainda ter em
conta as propriedades fisico-quimicas da substincia de ensaio, assim como informagfo toxicocinética, se
disponivel.

Um ensaio de toxicidade sobre a reprodugiio bem elaborado deverd fornecer uma estimativa satisfatéria do nivel
sem efeito e dar conhecimento dos efeitos adversos na reprodugio, parturigdo, lactagio e desenvolvimento pos-
natal, incluindo o crescimento e o desenvolvimento sexual.

23 INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

A finalidade de um estudo de toxicidade sobre a reproducgiio em duas geragbes consiste na obtencio de
informagdes relativas aos efeitos de exposicio repetida a uma substincia durante todas as fases do ciclo
reprodutor. Mais especificamente, o estudo fornece informagdes sobre os parimetros reprodutores, bem como
sobre o desenvolvimento, o crescimento, a maturagido e a sobrevivéncia da descendéncia. A interpretagio dos
resultados deve tomar em considera¢io dados de estudos subcrénicos, de desenvolvimento pré-natal e
toxicocinéticos, entre outros eventualmente disponiveis. Os resultados deste estudo podem ser usados para
avaliar a necessidade de realizar ensaios suplementares sobre uma substincia quimica. A extrapolagio dos
resultados para a espécie humana tem uma validade limitada; mais adequado serd usar os dados do ensaio para
obter informaciio sobre niveis sem efeito e niveis tolerdveis de exposicdo humana (20)(21)(22)(23).
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3 RELATORIO

RELATORIO DO ENSAIO

O relatério do ensaio deverd incluir as seguintes informagdes:

Substincia de ensaio:

— natureza fisica e, se relevante, propriedades fisico-quimicas;
— dados de identificagfio;
— pureza.

Agente de transporte (se apropriado):
— caso o agente de transporte ndo seja dgua, uma justificacdo para a sua escolha.
Animais de ensaio:

— espécie/estirpe usada;

— namero, idade e sexo dos animais;

— proveniéncia, condi¢des de alojamento, dieta, materiais de nidificagio, etc;
— pesos individuais dos animais no inicio do ensaio.

Condi¢des de ensaio:

— razdes que presidiram a escolha dos diferentes niveis de doses;

— informagido pormenorizada sobre a formulacdo da substincia de ensaio/preparacdo da dieta, concentragGes
atingidas;

— estabilidade e homogeneidade da preparagiio;

— informagio pormenorizada sobre a administragido da substincia de ensaio;

— conversio da concentragiio da substincia de ensaio na dieta/dgua de beber (ppm) para a dose real (mg/kg de
peso corporal/dia), se aplicdvel;

— informagfo pormenorizada sobre a qualidade dos alimentos e da dgua.
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Resultados:

— consumo de alimentos, consumo de dgua (se disponivel), eficiéncia do regime alimentar (aumento do peso
corporal por grama de alimento consumido) e consumo da substincia de ensaio pelos animais P e F1,
excepto durante o perfodo de coabitagfio e durante pelo menos o dltimo ter¢co do periodo de lactagiio;

— dados de absor¢io (se disponiveis);

— dados dos pesos corporais dos animais P e F1 seleccionados para acasalamento;

— pesos das ninhadas e das crias;

— peso corporal no momento do sacrificio e pesos absolutos e relativos dos érgfios dos animais progenitores;

— natureza, gravidade e duragdo de efeitos detectados em observagdes clinicas (reversiveis ou nio);

— momento da morte no decurso do estudo ou indicagiio dos animais sobreviventes no termo da experiéncia;

— dados de resposta toxica por sexo e por dose, incluindo indices de acasalamento, fertilidade, gestacfio,
nascimento, viabilidade e lactacdio; os nimeros usados para calcular estes indices devem constar do
relatdrio;

— efeitos toxicos (ou outros) na reproducio, descendéncia, crescimento pos-natal, etc.;

— resultados da necropsia;

— descrigdo pormenorizada de todas as observacdes histopatolégicas;

— ndmero de fémeas P e Fl com ciclos normais e duragiio dos ciclos;

— numero total de espermatozdides no conduto epididimario; percentagem de espermatozdides
progressivamente moveis; percentagem de espermatozoides morfologicamente normais e percentagem de
espermatozdides que apresentam cada uma das anomalias identificadas;

— duragio do acasalamento, incluindo o nimero de dias até a sua concretizagio;

— duragfo do periodo de gestacfio;

— ndmero de implantagdes, corpos amarelos, dimensio da ninhada;

— nidmero de nados-vivos e de perdas pds-implantagdo;

— numero de crias com anomalias macroscépicas visiveis; deve indicar-se o nimero de animais de tamanho
inferior ao normal, caso tenha sido determinado;

— dados sobre aspectos fisicos caracteristicos das crias e outros dados de desenvolvimento pds-natal; deve ser
dada uma justificacédo relativamente & escolha dos aspectos fisicos analisados;

— dados sobre observagdes de desempenho nas crias e adultos, se aplicdvel;

— tratamento estatistico dos resultados, se apropriado.

Andlise dos resultados.

Conclusdes, incluindo os valores dos NSEAO para efeitos sobre as mées e os descendentes.
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ANEXO 2H
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B.42. SENSIBILIZACAQ DA PELE: ENSAIO DE GANGLIO LINFATICO LOCAL

1. METODO

O presente método baseia-se na publicaciio OECD TG 429 (2002) (normas de ensaio da OCDE).

1.1 INTRODUCAO

O Ensaio de Génglio Linfdtico Local (LLNA) tem sido suficientemente validado e aceite de modo a justificar a
sua adopgiio como um novo Método (1)(2)(3). Este ensaio € o segundo método para avaliar o potencial de
sensibilizagio da pele de animais por produtos quimicos. O outro método (B.6) utiliza ensaios com cobaias,
nomeadamente o ensaio de maximizaciio da cobaia e o ensaio de Buehler (4).

O LLNA constitui um método alternativo a utilizar na identificagdo de produtos quimicos sensibilizantes da
pele e na confirmagio da auséncia de um potencial significativo causador de sensibilizacdo da pele por parte de
certos produtos quimicos. Tal facto nio implica necessariamente que o LLNA seja sempre utilizado em
substituicdo do ensaio com cobaia, mas apenas que o primeiro apresenta qualidades equivalentes ao segundo e
pode ser utilizado como uma alternativa em situa¢des nas quais nio seja necessiria confirmagfio posterior dos
resultados, quer estes sejam positivos ou negativos.

O LLNA apresenta determinadas vantagens no que diz respeito tanto ao progresso cientifico como a protecgio
dos animais. O Método estuda a fase de inducdo da sensibilizagdo da pele e proporciona dados quantitativos
adequados para a avaliaciio da resposta 4 dosagem. Foram publicados dados detalhados sobre a validagio do
LLNA e uma revisdo do trabalho associado (5)(6)(7)(8). Além disso, deve referir-se que os sensibilizadores
intermédios/moderados, que se recomendam como substincias adequadas para controlo positivo dos métodos
de cobaia, sio igualmente apropriados para utilizar com o LLNA (6)(8)(9).

O LLNA ¢é um método in vivo e, consequentemente, ndo eliminard a utilizagdo de animais na avaliagdo da
actividade sensibilizante por contacto. Tem, no entanto, a vantagem de reduzir o nimero de animais requeridos
para esta avaliagio. Além disso, o LLNA apresenta uma melhoria substancial no modo como os animais sdo
utilizados nos ensaios de sensibilizagiio por contacto. O LLNA baseia-se na observaciio de acontecimentos
imunolégicos estimulados por produtos quimicos durante a fase de indugfio da sensibilizaciio. Ao contririo dos
ensaios com cobaias, 0 LLNA nio requer a ocorréncia de reac¢des de hipersensibilidade dérmica provocadas
por um agente externo. Além disso, o LLNA nfo implica que seja utilizado qualquer adjuvante, como acontece
no ensaio de maximizacio da cobaia, reduzindo as perturbagdes causadas ao animal. Apesar das vantagens do
LLNA em rela¢do aos ensaios tradicionais com cobaias, importa reconhecer que existem certas limitagGes neste
método que podem exigir a utilizaciio de ensaios tradicionais com cobaias (por exemplo, talsos negativos no
LLNA para certos metais, falsos positivos para certos irritantes da pele)(10).

Ver igualmente a Introducio, parte B.
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1.2 PRINCIPIO DO METODO DE ENSAIO

O principio bésico subjacente ao LLNA € o de que os sensibilizadores induzem uma proliferagiio primdria de
linfécitos no ginglio linféitico que leva a secagem do local de aplicagiio do produto quimico. Esta proliferagdo é
proporcional & dose aplicada (e & poténcia do alérgeno) e constitui um modo simples de obter uma medida
quantitativa objectiva da sensibilizagio. O LLNA avalia esta proliferacio numa relacio de dose/resposta na
qual a prolifera¢iio em grupos de ensaio ¢ comparada com a obtida em controlos tratados com o excipiente. E
determinada a razfio entre a proliferacio nos grupos ensaiados e a observada em controlos tratados com o
excipiente. Esta raziio denomina-se fndice de Estimulacio e deve apresentar o valor de, pelo menos, trés para
que uma substincia de ensaio possa ser posteriormente avaliada como potencial sensibilizadora da pele. Os
métodos descritos no presente documento baseiam-se na utilizagio de marcagdo radioactiva para medir a
proliferaciio celular. Podem, no entanto, ser utilizados outros conceitos para a avaliagio da proliferaciio desde
que existam justificacdo e apoio cientifico adequado, incluindo citagGes integrais e uma descricdo da

metodologia.
1.3 DESCRICAO DO METODO DE ENSAIO
1.3.1 Preparativos
1.3.1.1 Condicoes de alojamento e alimentagdo

Os animais devem ser alojados individualmente. A temperatura do biotério deve ser de 22°C (£ 3°C). Embora a
humidade relativa deva ser de, pelo menos, 30% e, de preferéncia, niio exceder os 70% excepto durante o
perfodo de limpezas, o valor pretendido deve ser de 50-60%. A iluminagiio deve ser artificial, com uma
sequéncia de 12 horas de luz seguidas de 12 horas de escuriddo. Na alimentacfio podem ser utilizadas dietas
convencionais de laboratério e deve ser fornecida dgua de beber sem restrigdes.

1.3.1.2 Preparacao dos animais

Os animais sdo seleccionados aleatoriamente, marcados de modo a permitir a identificagio individual (embora
nunca se deva recorrer 4 marcagio nas orelhas) e mantidos em gaiolas durante, pelo menos, 5 dias antes do
inicio da aplicacfio da dose, de modo a permitir a aclimata¢iio as condigdes do laboratério. Antes do inicio do
tratamento, todos os animais sdo examinados de modo a assegurar que nio apresentam lesdes visiveis da pele.

1.32 Condicoes do ensaio
1.3.2.1 Animais experimentais

O rato é a espécie de elei¢cdo para o presente ensaio. Utilizam-se ratos fémeas adultas das estirpes CBA/Ca ou
CBA/J, nuliparas e nfio griavidas. No inicio do estudo, os animais devem ter entre 8 ¢ 12 semanas de idade e a
variagdo de peso dos animais deve ser minima e nido deve exceder 20% do seu peso médio. Podem ser utilizadas
outras estirpes e machos quando houver uma quantidade suficiente de dados que demonstrem nfo existirem
diferencas significativas na resposta ao LLNA relacionadas com a estirpe e/ou o género do animal.

1.32.2 Verificacao da fiabilidade

Utilizam-se controlos positivos a fim de demonstrar o desempenho adequado do ensaio e a competéncia do
laboratério para levar a cabo o ensaio com sucesso. O controlo positivo deve produzir uma resposta LLNA
positiva ao nivel de exposi¢iio & qual se espera um aumento do indice de estimulagio (SI)>3 em relagio ao
grupo do controlo negativo. A dose do controlo positivo deve ser escolhida de modo que a indugfio seja
evidente, mas ndo excessiva. As substincias preferidas sio o aldeido hexilcindmico (CAS No 101-86-0,
EINECS No 202-983-3) e o mercaptobenzotiazole (CAS No 149-30-4, EINECS No 205-736-8). Em certas
circunstincias e perante justificacdo adequada, podem ser utilizadas outras substincias de controlo que
cumpram os critérios supramencionados. Embora seja geralmente requerido um grupo de controlo positivo para
cada ensaio, podem ocorrer situages nas quais os ensaios laboratoriais apresentem um historial de dados de
controlos positivos que documentem a consisténcia de uma resposta satisfatéria por um periodo igual ou
superior a seis meses. Nessas situacdes, pode ser apropriado efectuar ensaios menos frequentes com controlos
positivos a intervalos nio superiores a 6 meses. Embora a substincia de controlo positivo deva ser ensaiada no
excipiente para a qual é conhecida uma resposta consistente (por exemplo, acetona, azeite), podem existir certas
situacOes regulamentares nas quais serd igualmente necessdrio o ensaio com um excipiente nio convencional
(formulagiio clinica efou quimicamente relevante). Nessas condigdes, deve ser ensaiada a possivel interac¢io de
um controlo positivo com este excipiente nio convencional.
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1.323 Nimero de animais, niveis de dosagem e selec¢do do excipiente

Utilizam-se quatro animais, no minimo, em cada grupo de dosagem e um minimo de trés concentragcdes da
substincia de ensaio, além de um controlo negativo tratado apenas com o excipiente para a substincia de ensaio
e, caso seja apropriado, um controlo positivo. Nos casos em que devam ser recolhidos dados individuais de cada
animal, sdo utilizados, no minimo, cinco animais por grupo de dosagem. Os animais nos grupos de controlo
devem ser manuseados de modo idéntico ao dos animais nos grupos em tratamento, com excepgiio da auséncia
de tratamento com a substincia de ensaio.

A escolha da dosagem e do excipiente deve basear-se nas recomendacgdes fornecidas na referéncia (1). As doses
sdo seleccionadas a partir da seguinte série de concentragdes: 100%, 50%, 25%, 10%, 5%, 2,5%, 1%, 0,5%, etc.
Devem ser considerados, desde que disponiveis, quaisquer dados pré-existentes referentes a toxicidade aguda e
irritagio dérmica, na escolha das trés concentragdes consecutivas, de modo que a concentragdo mais alta
maximize a exposi¢io evitando ao mesmo tempo a toxicidade sistémica e a irritacfio local excessiva da pele

(2)(11).

O excipiente deve ser escolhido com base na maximizacfio das concentragdes de ensaio e na solubilidade,
produzindo também uma solugiio ou suspensio adequadas para aplicagio da substincia de ensaio. Os
excipientes recomendados sio, por ordem de preferéncia, o sistema acetona/azeite (4:1 v/v), dimetilformamida,
metiletilcetona, propilenoglicol e dimetilsulféxido (2)(10), embora possam ser utilizados outros se forem
fornecidas bases cientificas suficientes. Em certas situagdes, pode ser necessirio efectuar um controlo adicional
com um solvente clinicamente relevante ou uma formulacdo comercial na qual a substincia de ensaio €
comercializada. Deve ser tomado especial cuidado de modo a assegurar que os materiais hidrofilicos sejam
incorporados num sistema de excipiente que molhe a pele e nfio escorra imediatamente. Devem ser portanto
evitados os excipientes completamente aquosos.

1.33 Procedimento de ensaio
1.3.3.1 Calenddrio experimental
O calenddrio experimental do ensaio € o seguinte:

e  Diul:
Identificar individualmente e anotar o peso de cada animal. Aplicar a descoberto no dorso de cada orelha
25 pl da diluigdo adequada da substincia de ensaio, do excipiente sozinho ou do controlo positivo
(conforme o caso).

e Dias2e3:
Repetir o procedimento de aplicagiio efectuado no dia 1.

. Dias4e5 :
Nio se faz tratamento.

e Dia6:
Anotar o peso de cada animal. Injectar 250 ul de tampéo salino de fosfato (PBS) contendo 20 pCi (7,4e +
8 Bq) de *H-metiltimidina em todos os ratos de ensaio e de controlo através da veia da cauda. Em
alternativa, injectar 250 uL. de PBS contendo 2 uCi (7,4e + 7 Bq) de PLiododeoxiuridina e 10° M de
fluorodeoxiuridina em todos os ratos através da veia da cauda.

Cinco horas depois, matam-se os animais. Os ginglios linfiticos auriculares em esvaziamento siio cortados
e demolhados em PBS, reunindo-se aqueles de cada grupo experimental (procedimento de conjunto de
grupo de tratamento); em alternativa, podem cortar-se pares de gianglios linfaticos de cada animal e reuni-
los em PBS para cada animal (procedimento de animal individual). Podem ser consultados pormenores e
esquemas de identificacdo de ginglios e sua dissec¢io no Anexo I da referéncia 10.
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1.3.3.2 Preparacao das suspensoes celulares

Prepara-se uma sé suspensdo de células de ginglio lintitico (LNC) quer a partir do conjunto dos grupos de
tratamento, quer a partir dos animais individuais tratados bilateralmente, por desagregacfio mecinica suave
através de um peneiro de ago inoxiddvel com uma malha de 200 um. As células de ginglio linfitico sdo lavadas
duas vezes com excesso de PBS e precipitadas com uma solugiio de 5% em dcido tricloroacético (TCA) a 4°C
durante 18 horas (1). Os sedimentos podem ser ressuspendidos em | ml de TCA e transferidos para frascos de
contador de cintilagdes contendo 10 ml de fluido de cintilagdo para contagem de *H ou transferidos
directamente para tubos de contagem gama para contagem de B,

1.33.3 Determinacdo da proliferacdo celular (radioactividade incorporada)

A incorporagiio de *H-metiltimidina é medida por contagem de cintilagio [} em desintegragdes por minuto
(DPM). A incorporagiio de P Liododeoxiuridina é medida por contagem de Pl exprime-se igualmente em
DPM. Consoante o procedimento seguido, a incorporagio serd expressa em DPM/grupo de tratamento
(procedimento de conjunto) ou em DPM/animal (procedimento individual).

1.3.3.4 Observagoes
1.3.3.4.1 Observagoes clinicas

Os animais devem ser cuidadosamente observados uma vez por dia com vista a deteccio de quaisquer sinais
clinicos quer de irritagfio local no ponto de aplicagio quer de toxicidade sistémica. Todas as observagdes sio
sistematicamente anotadas, devendo manter-se registos individuais para cada animal.

1.33.42 Pesos corporais

Tal como mencionado na sec¢fio 1.3.3.1, deve ser medido o peso corporal de cada animal quer no inicio do
ensaio quer na altura da sua morte.

1.3.4 Analise dos resultados

Os resultados expressam-se em fndices de Estimulacdo (SI). Caso se utilize o procedimento de conjunto, o SI
obtém-se pela raziio entre a incorporagiio conjunta de radioactividade para cada grupo de tratamento e a
incorporagiio conjunta do grupo de controlo com excipiente. O valor obtido corresponde ao SI médio. Caso se
utilize o procedimento individual, o SI é determinado dividindo a média do DPM/animal dentro de cada grupo
de tratamento e do grupo controlo positivo pela média da DPM/animal do grupo de controlo com
solvente/excipiente. O SI médio para os controlos tratados com excipiente deve ser 1.

A utilizagdo do procedimento individual para cilculo do SI permitird que se efectue uma andlise estatistica dos
dados. Na escolha do método de andlise estatistica mais apropriado, o investigador deve estar ciente das
possiveis discrepincias das variincias e de outros problemas relacionados que possam exigir uma
transformagcio de dados ou uma andlise estatistica ndo paramétrica. Um procedimento adequado a interpretacio
dos dados consiste em avaliar individualmente todos os dados obtidos para os controlos tratados e com
excipiente e determinar a curva de resposta a dosagem que melhor se ajustar a estes, tendo em conta os limites
de confianga (8)(12)(13). Contudo, o investigador deve estar atento a possiveis respostas isoladas para
determinados animais dentro de um grupo, que podem implicar a utilizacdo de uma medida de resposta
alternativa (por exemplo, mediana em vez de média) ou a eliminagdo da resposta isolada.

O processo de decisfio respeitante a uma resposta positiva inclui um indice de estimulagfio = 3 conjuntamente
com a consideracio da resposta & dosagem e, quando apropriado, do grau de significincia estatistico

(3NOIBN12)(14).

Se for necessdria uma clarificagio dos resultados obtidos, devem ser tidas em consideragio as vdrias
propriedades da substincia de ensaio, incluindo se esta possui uma estrutura quimica semelhante a
sensibilizadores conhecidos da pele, se causa irritacdo excessiva da pele e qual a natureza da resposta a
dosagem observada. Estas e outras consideragtes sdo analisadas detalhadamente na referéncia (7).
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2 DADOS

Os dados devem ser apresentados resumidamente sob a forma de uma tabela da qual constem os valores médios
e individuais de DPM e os indices de estimulacdo para cada grupo de doses (incluindo o controlo com
excipiente).

3 RELATORIO
RELATORIO DO ENSAIO
O relatério do ensaio devera incluir as seguintes informagdes:
Substincia de ensaio:

— dados de identificagio (por exemplo, nimero CAS, caso exista; origem; grau de pureza; impurezas
conhecidas; nimero de lote);

— natureza fisica e propriedades fisico-quimicas (por exemplo, volatilidade, estabilidade, solubilidade);

— €aso seja uma mistura, composi¢io e percentagens relativas dos seus componentes.

Excipiente:

— dados de identiticagdio |grau de pureza; concentraciio (se adequado); volume utilizadol|;
— justificagido para a escolha do excipiente.

Animais de ensaio:

— estirpe dos ratos utilizados;

— estado microbioldgico dos animais, caso seja conhecido;
— ndimero, idade e sexo dos animais;

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

Condi¢des do ensaio:

— pormenores sobre a preparaciio e aplicagiio da substincia de ensaio;

— justificagédo para a escolha de dosagens, incluindo os resultados do estudo de escolha de gama, caso tenha
sido efectuado; concentragdes do excipiente e da substiincia de ensaio utilizadas e quantidade total de
substincia aplicada;

— pormenores sobre a qualidade do alimento e da dgua (incluindo o tipo de dieta e a sua origem, origem da

agua).

Verificagio da fiabilidade:

— resumo dos resultados da dltima verificagdo de fiabilidade, incluindo informagdo sobre a substincia,
concentragdo e excipiente utilizado;
— dados de controlo concorrentes e/ou histéricos positivos e negativos para o laboratério de ensaios.

Resultados:

— pesos de cada animal no inicio da dosagem e na altura da sua morte;

— tabela de valores médios (procedimento de conjunto) ou individuais (procedimento individual) de DPM
assim como os valores limites para as duas aproximagdes e os indices de estimulagfio para cada grupo de
doses (incluindo o controlo com excipiente);

andlise estatistica quando apropriado;

aparecimento e evolucido temporal de sinais de toxicidade, incluindo irritagio dérmica no local de
administragiio, caso ocorra, para cada animal.

Anilise dos resultados:

— inclui um comentirio breve sobre os resultados obtidos, a andlise da resposta & dosagem, as andlises
estatisticas, caso sejam apropriadas, e uma conclusiio sobre se a substincia de ensaio deve ou nio ser
considerada como sensibilizadora da pele.
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B.43. ESTUDO DE NEUROTOXICIDADE EM ROEDORES

1. METODO
O presente método € equivalente ao “Test Guideline” TG 424 da OCDE (1997).

O presente Método de Ensaio foi concebido para obter a informagio necessdria para confirmar ou conseguir uma
melhor caracterizagdo da potencial neurotoxicidade de substincias quimicas em animais adultos. Pode ser
combinado com Métodos de Ensaio para estudos de toxicidade de dose repetida ou efectuado como um estudo
independente. Recomenda-se a consulta do Documento de Orientacio da OCDE sobre Estratégias e Métodos de
Ensaios de Neurotoxicidade (1) para a concepgiio dos estudos baseados no presente Método de Ensaio. Este facto é
particularmente importante no caso de se considerarem alteracdes das observagdes ou dos procedimentos de ensaio
recomendados para uso rotineiro do presente Método. O Documento de Orientacdo foi preparado para facilitar a
selecgiio de outros procedimentos de ensaio para uso em circunstincias especificas.

A avaliag¢fio de neurotoxicidade em relaciio ao desenvolvimento nio € abrangida pelo presente Método.

1.1 INTRODUCAO

Na avaliaciio das caracteristicas toxicas das substincias quimicas, é importante considerar o potencial de efeitos
neurotdéxicos. O Método de Ensaio para toxicidade sistémica de dose repetida inclui observagdes conducentes ao
rastreio de neurotoxicidade potencial. O presente Método de Ensaio pode ser utilizado na concepgio de um estudo
para obtenciio de informagio suplementar ou para confirmacfio dos efeitos observados nos estudos de toxicidade
sistémica de dose repetida. No entanto, uma ponderacio da neurotoxicidade potencial de certo tipo de substincias
quimicas pode ser indicativa de esta ser avaliada mais apropriadamente utilizando o presente Método, mesmo na
auséncia de indicacgOes prévias de existéncia de neurotoxicidade potencial provenientes de estudos de toxicidade
sistémica de dose repetida. Tal ponderagio pode incluir, por exemplo:

* observaciio dos sinais neuroldgicos ou lesdes neuropatologicas em estudos de toxicidade diferentes dos
estudos de toxicidade sistémica de dose repetida, ou

« relaciio estrutural ou outra informagio que estabeleca uma ligagio com outros neurotéxicos conhecidos.

Além disso, podem existir outras circunstincias para as quais € apropriada a utilizagdo do presente Método de
Ensaio. Para informagfio detalhada, consultar a referéncia (1).

O presente Método foi desenvolvido de modo a poder ser adaptado as necessidades especificas para a confirmaciio
da neurotoxicidade histopatoldgica e comportamental de uma substincia quimica, bem como a permitir uma
caracterizagdo e quantificagiio das respostas neurotoxicas.

No passado, a neurotoxicidade foi identificada como neuropatia envolvendo lesGes neuropatoldgicas ou anomalias
neurolégicas, tais como convulsfio, paralisia ou tremores. Apesar da neuropatia ser uma importante manifestagiio
de neurotoxicidade, actualmente, é claro que existem muitos outros sinais de toxicidade no sistema nervoso (por
exemplo, perda de coordenaciio motora, deficiéncias sensoriais, disfungdes da aprendizagem e da memdria) que
podem ndo se reflectir em neuropatia ou noutro tipo de estudos.

O presente Método de Ensaio de neurotoxicidade foi concebido para detectar os principais efeitos
neurocomportamentais e neuropatoldgicos em roedores adultos. Apesar dos efeitos comportamentais, mesmo na
auséncia de alteragoes morfoldgicas, poderem reflectir um impacto nefasto no organismo, nem todas as alteragdes
comportamentais sdo especificas do sistema nervoso. Assim, quaisquer alteragdes observadas devem ser avaliadas
em conjunto com os dados histopatoldgicos, hematolégicos ou bioquimicos relacionados, bem como, com dados
provenientes de outros tipos de toxicidade sistémica. O ensaio utilizado, no presente Método, para fornecer uma
caracterizagdo e quantificagdo das respostas neurotoxicas inclui  procedimentos histopatologicos e
comportamentais especificos que podem ser confirmados por investigagdes electrofisioldgicas efou bioquimicas

(DH@3)4).
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Os neurotdxicos podem actuar sobre o sistema nervoso em virios alvos e por diversos mecanismos. Dado que niio
€ possivel utilizar uma dnica série de ensaios para avaliar completamente o potencial neurotdxico de todas as
substincias, pode ser necessdrio utilizar outros ensaios in vivo ou in vitro especificos para o tipo de
neurotoxicidade observada ou prevista.

O presente Método de Ensaio, pode também ser utilizado em conjunto com as orientagGes estabelecidas pelo
Documento de Orientagio da OCDE sobre Estratégias e Métodos de Ensaios de Neurotoxicidade (1), para a
concepgiio de estudos destinados a uma caracterizagio suplementar ou um aumento da sensibilidade da
quantificacdo da curva dose-efeito, de modo a obter uma melhor estimativa do nivel sem efeito adverso observivel
ou a confirmar a perigosidade conhecida ou prevista de uma substincia quimica. Por exemplo, os estudos podem
ser concebidos para identificar e avaliar o(s) mecanismo(s) neurotdxico(s) ou para obter informacdo suplementar
sobre dados previamente disponiveis a partir do uso de procedimentos de observa¢iio neurocomportamental e
neuropatoldgica basicos. Tais estudos necessitam de dados nio-replicados que seriam obtidos pelo uso dos
procedimentos padronizados recomendados no presente Método, caso esses dados nio se encontrem ja disponiveis
e nfo sejam considerados necessdrios para a interpretacio dos resultados do estudo.

O presente estudo de neurotoxicidade, quer utilizado independentemente, quer em conjunto com outros métodos
permite obter informaciio para:

« identificar se o sistema nervoso central € afectado permanente ou reversivelmente pela substincia quimica
ensaiada;

e contribuir para a caracterizagdo das alteragdes do sistema nervoso central associadas a exposigdo a
substincia quimica e para a compreensiio do mecanismo subjacente;

¢ determinar as curvas dose-efeito e tempo-efeito, de modo a obter uma estimativa do nivel sem efeito
adverso observivel (que pode ser utilizado para estabelecer critérios de seguranca para a substincia
quimica).

O presente Método utiliza a administracdo oral da substincia de ensaio. Podem ser mais apropriadas outras vias de
administracio (por exemplo, dérmica ou por inalacio), pelo que podem ser necessdrias moditicagoes dos
procedimentos recomendados. A selec¢io ponderada, da via de administracio, depende do perfil de exposicio
humana e da informagio toxicoldgica e cinética disponivel.

1.2 DEFINICOES

Efeito adverso: qualquer alteragfio & normalidade relacionada com o tratamento que diminua a capacidade de um
organismo para sobreviver, reproduzir-se ou adaptar-se ao meio ambiente.

Dose: quantidade aplicada da substincia de ensaio. O valor da dose é expresso em peso (g, mg), de substincia de
ensaio por unidade de peso de animal de ensaio (por exemplo, mg/kg) ou em concentragdes dietéticas constantes
(ppr).

Dosagem é um termo geral que inclui a dose, a sua frequéncia e a duragfio da aplicacfio da dose.

Neurotoxicidade € uma alteragiio adversa na estrutura ou funcfio do sistema nervoso que resulta da exposi¢io a
um agente quimico, bioldgico ou fisico.

Neurotoxico € um agente quimico, bioldgico ou fisico que apresenta potencial para causar neurotoxicidade.

NSEAQ: abreviatura para nivel sem efeito adverso observivel; corresponde & maior dose ou ao maior nivel de
exposicio para o qual ndo se observam efeitos adversos relacionados com o tratamento.

1.3 PRINCIPIO DO METODO DE ENSAIO

A substincia quimica de ensaio € administrada por via oral ao longo de uma gama de doses a virios grupos de
roedores de laboratdrio. Sfo normalmente necessdrias doses repetidas e o regime de dosagem pode ser de 28 dias,
subcrénico (90 dias) ou cronico (1 ano ou mais). Os procedimentos estabelecidos no presente Método de Ensaio
podem também ser usados para um estudo de neurotoxicidade aguda. Os animais sdo ensaiados de modo a
permitir a detecgiio ou a caracterizaciio de anomalias comportamentais e/ou neuroldgicas, Durante cada periodo de
observagiio € avaliada uma gama de comportamentos que podem ser afectados por neurotéxicos. No final do
ensaio, um subconjunto de animais de cada sexo e de cada grupo é submetido a perfusiio in situ e sdo preparadas e
examinada seccdes do cérebro, medula espinal e nervos periféricos.
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No caso do estudo ser efectuado independentemente para rastreio de neurotoxicidade ou caracterizagiio dos efeitos
neurotoxicos, os animais de cada grupo que ndo sdo utilizados para perfusdo e histopatologia subsequente
(consultar a Tabela 1) podem ser utilizados em procedimentos neurocomportamentais, neuropatolégicos,
neuroquimicos e electrofisiologicos especificos que podem complementar os dados obtidos nos exames
padronizados necessdrios ao presente Método (1). Estes procedimentos suplementares podem ser particularmente
lteis nos casos em que as observagdes empiricas ou os efeitos previstos revelam um tipo ou alvo especificos de
neurotoxicidade de determinado agente quimico. Alternativamente, os restantes animais podem ser utilizados em
avaliacdes, tais como as necessdrias aos Métodos de Ensaio para estudos de dose repetida em roedores.

No caso de se combinarem os procedimentos do presente Método de Ensaio, com os de outros Métodos de Ensaio,
€ necessario um nimero suficiente de animais para satisfazer as necessidades de observagdes de ambos os estudos.

1.4 DESCRICAO DO METODO DE ENSAIO
1.4.1 Seleccao de espécies animais

A espécie preferida de roedores para ensaio € o rato, mas, caso seja apresentada uma justificacdo, podem ser
utilizadas outras espécies de roedores. Devem ser utilizadas estirpes laboratoriais de uso corrente e animais
adultos, jovens e sauddveis. As fémeas devem ser nuliparas e ndo devem estar gravidas. A aplicacdo da dose deve
comecar o mais rapidamente possivel apds o desmame, preferencialmente com animais que nfio tenham
completado ainda seis semanas e sempre com animais com menos de nove semanas. No entanto, nos casos em que
o estudo é combinado com outros estudos, pode ser necessdrio ajustar este requisito de idade. No inicio do estudo,
a diferenga de peso entre os animais devera ser minima, nio podendo ultrapassar 20% do peso médio de cada sexo.
No caso de se efectuar um estudo de dose repetida de curta duragiio, como estudo preliminar do estudo de longo
prazo, os animais utilizados em ambos os estudos devem ser da mesma estirpe e da mesma proveniéncia.

1.4.2 Condicodes de alojamento e alimentacao

A temperatura do compartimento experimental dos animais deve ser 22°C (+ 3 “C). A humidade relativa devera
ser 50%-60%, embora sejam aceitdveis valores entre um minimo de 30% e um maximo que, de preferéncia, nio
deverd exceder 70%, salvo durante os periodos de limpeza do compartimento. A iluminacio deve ser artificial,
com sequéncias de 12 horas de luz e 12 horas de escuridio. Os ruidos intensos intermitentes devem ser
minimizados, A alimentagiio pode basear-se em dietas de laboratdrio convencionais, com fornecimento ilimitado
de dgua para beber. Quando a substincia de ensaio for administrada pela alimentagio, a escolha da dieta podera ser
condicionada pela necessidade de assegurar a dosagem adequada. Os animais podem ser alojados individualmente
ou em pequenos grupos do mesmo sexo.

1.4.3 Preparacao dos animais

Os animais jovens e sauddveis sdo distribuidos aleatoriamente pelos grupos de tratamento e de controlo. As gaiolas
devemn ser dispostas de forma a minimizar possiveis efeitos derivados do seu posicionamento. Os animais sdo
marcados de modo a permitir uma identiticagio individualizada e mantidos nas suas gaiolas durante, pelo menos, 5
dias antes do inicio da administragiio das doses, de modo a permitir que se aclimatem as condigdes laboratoriais.

1.4.4 Via de administracao e preparacao das doses

O presente Método de Ensaio aborda especificamente a administragiio oral da substincia de ensaio. A forma de
administracdo pode ser por sonda esofigica, através da alimentacdo ou da dgua de beber ou por cipsulas. Podem
ser mais apropriadas outras vias de administragdo (por exemplo, dérmica ou por inalagido), pelo que podem ser
necessdrias modificagdes dos procedimentos recomendados. A selecciio ponderada da via de administragiio
depende do perfil de exposigio humana e da informagio toxicoldgica e cinética disponivel. Devem ser
apresentadas uma justificacio para a seleccfio da via de administragcio, bem como as modificagdes dos
procedimentos do Método de Ensaio dai resultantes.

Se for necessdrio, a substincia de ensaio pode ser dissolvida ou suspensa num excipiente apropriado. Recomenda-
se que, sempre que possivel, seja considerada em primeiro lugar a utilizagio de uma solugdo/suspensido aquosa;
caso tal nfo seja vidvel, pode considerar-se o uso de uma solugiio/suspensiio em 6leo (por exemplo, éleo de milho);
em Ultimo caso, poderd eventualmente recorrer-se ao uso de solugdes/suspensdes noutros excipientes. Devem
conhecer-se as caracteristicas toxicas dos excipientes. Deverfio ser tomadas em consideragfio as seguintes
caracteristicas do excipiente: efeitos na absorgio, distribuigio, metabolismo ou retencio da substincia de ensaio,
que possam modificar as suas caracteristicas toxicas e efeitos no consumo de alimentos, na ingestio de dgua ou no
estado nutricional dos animais.
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1.5 PROCEDIMENTOS
1.5.1 Nimero e sexo dos animais

No caso de o estudo ser efectuado independentemente, devem ser utilizados pelo menos 20 animais (10 fémeas e
10 machos) em cada grupo de dose e de controlo para a avaliagio das observagoes clinicas e funcionais detalhadas.
Pelo menos cinco machos e cinco fémeas, seleccionados dos grupos de 10 machos e 10 fémeas, devem ser sujeitos
a perfusiio e utilizados para neuro-histopatologia detalhada no final do estudo. Nos casos em que apenas €
observado um nimero limitado de animais, num determinado grupo de dose, para deteccio de efeitos
neurotdxicos, deve considerar-se a inclusfio destes animais no grupo seleccionado para perfusio. No caso de o
estudo ser efectuado em conjunto com um estudo de toxicidade de dose repetida, deve ser utilizado um nimero de
animais adequado de modo a cumprir 0s objectivos de ambos os estudos. Na Tabela 1, apresentam-se os niimeros
minimos de animais por grupo para virios estudos combinados. No caso de se planearem grupos de mortes
intermédias ou de recuperacio para observagio da reversibilidade, persisténcia ou ocorréncia retardada de efeitos
tdxicos pds-tratamento ou quando sfo consideradas observagdes suplementares, o niimero de animais deve ser
aumentado de modo a assegurar que se encontra disponivel o niimero de animais necessdrio para observacio e
histopatologia.

1.5.2 Grupos de ensaio e de controlo

Em geral, devem ser utilizados pelo menos trés grupos de dose e um grupo de controlo, mas, se pela avaliagio de
outros dados, niio forem previstos quaisquer efeitos a uma dose repetida de 1000 mg/kg de peso corporal/dia, pode
ser efectuado um teste-limite. Caso nido se encontrem disponiveis dados adequados, pode ser efectuado um estudo
preliminar de avaliagio da gama, de modo a permitir a determinagiio das doses a utilizar. Os animais do grupo de
controlo devem ser tratados da mesma maneira que os animais dos grupos de ensaio, com excepgido do tratamento
com a substiincia de ensaio. Caso seja utilizado um excipiente, o grupo de controlo deverd receber o volume
méximo de excipiente utilizado no ensaio.

1.5.3 Teste de fiabilidade

O laboratdrio que efectua o estudo deve apresentar dados comprovativos da sua capacidade para efectuar o estudo
e relativos a sensibilidade dos procedimentos utilizados. Tais dados devem provar a capacidade de detectar e
quantificar, como apropriadas, alteragdes nos diferentes critérios especificos recomendados para observacio, tais
como sinais autondmicos, reactividade sensorial, for¢ca de preensiio dos membros e actividade motora. Podem ser
consultadas as referéncias 2 a 9 para informagdes sobre substincias quimicas que provocam diferentes respostas
neurotdxicas e que podem ser utilizadas como controlos positivos. Podem ser utilizados dados histéricos desde que
os procedimentos experimentais nio sejam alterados. Recomenda-se uma actualizagiio periddica dos dados
histéricos. Caso o laboratério executante modifique alguns elementos essenciais da execucfio do ensaio ou
procedimentos, devem obter-se novos dados comprovativos de que a sensibilidade dos procedimentos nio foi
alterada.

1.5.4 Seleccao da dose

A escolha dos niveis de dose deverad tomar em consideragido todos os dados de toxicidade e cinética existentes para
a substincia de ensaio ou as substéincias relacionadas. Deve ser seleccionado, o nivel de dose mais elevado que
induza efeitos neurotoxicos ou efeitos toxicos sistémicos evidentes. Deve seleccionar-se uma sequéncia
descendente de niveis de dose, que permita detectar qualquer resposta relacionada com a dose e determinar o nivel
sem eteito adverso observivel (NSEAO) ao nivel de dose mais baixo. Em principio, os niveis de dose devem ser
estabelecidos de modo a permitir distinguir entre os efeitos toxicos primdrios no sistema nervoso e os efeitos
relacionados com toxicidade sistémica. Em muitos casos, a melhor forma de estabelecer estas sequéncias consiste
no espagamento das doses em dois a trés intervalos. A adi¢do de um quarto grupo de ensaio é muitas vezes
preferivel ao uso de intervalos muito grandes entre as dosagens (ou seja, com um factor superior a 10). Nos casos
em que existe uma estimativa razoavel da exposi¢iio humana, esta deve também ser tomada em consideragfio.

1.5.5 Teste-limite

Se um ensaio com um nivel de dose oral de pelo menos 1000 mg/kg de peso corporal/dia, realizado de acordo com
os procedimentos descritos neste estudo, niio provocar efeitos neurotdxicos observiveis e se, além disso, os dados
existentes sobre compostos estruturalmente relacionados com a substincia de ensaio nfio sugerirem a possivel
ocorréncia de toxicidade, poderd considerar-se desnecessdrio realizar um ensaio completo com trés niveis de dose.
Nos casos em que se preveja exposicdo humana, poderd ser necessdrio aumentar o nivel de dose oral no ensaio-
limite. Quando se usam outras formas de administra¢io, como inala¢io ou aplicagfio cutiinea, as propriedades
fisico-quimicas da substincia de ensaio sdo muitas vezes indicativas e limitativas do nivel mdximo de exposigio
praticdvel. Para a execuciio do estudo oral agudo, a dose para o teste-limite deve ser, no minimo, de 2000 mg/kg.
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1.5.6 Administracao de doses

A aplicagiio da dose da substincia de ensaio, nos animais, é efectuada diariamente, sete dias por semana, durante
um periodo de pelo menos 28 dias. O uso de um periodo de dosagem de cinco dias ou inferior deve ser justificado.
A administragiio por sonda esotdgica deve ser feita, de preferéncia, numa toma Unica, usando um tubo estomacal
ou uma céinula de intubagdo apropriada. O volume maximo de liquido que pode ser administrado de cada vez
depende do tamanho do animal de ensaio. O volume nido deve exceder 1ml/100 g de peso corporal. Para solugGes
aquosas, contudo, pode ser considerada a dose de 2 ml/100 g de peso corporal. Deve minimizar-se a variabilidade
do volume de ensaio efectuando ajustes nas concentragdes, de forma a assegurar a constincia do volume em todos
os niveis de dose; exceptuam-se os casos em que se utilizam substincias irritantes ou corrosivas, que normalmente
exercem efeitos exacerbados quando aplicadas em concentragGes mais elevadas.

E importante assegurar que as quantidades da substincia de ensaio administradas através da alimentagio ou da
dgua de beber nio interferem nas exigéncias normais de nutricdo ou de consumo de dgua. Quando a substincia de
ensaio for incorporada na alimentaciio, pode utilizar-se uma concentragiio alimentar constante (ppm) ou,
alternativamente, um nivel de dose constante em relacio ao peso corporal dos animais; deve especificar-se o
método escolhido para o ensaio. No caso de uma substincia administrada por sonda esofigica, a dose deve ser
administrada todos os dias 4 mesma hora, devendo ser ajustada pelo menos uma vez por semana a fim de se manter
uma dose constante em relagfio ao peso corporal do animal. No caso de se efectuar um estudo de dose repetida,
como estudo preliminar de um estudo de longo prazo, deve utilizar-se uma dieta semelhante em ambos os estudos.
Nos estudos de toxicidade aguda, se ndo for possivel a administragio de uma toma unica, a dose pode ser
administrada em frac¢cdes menores ao longo de um periodo nio superior a 24 horas.

1.6 OBSERVACOES
1.6.1 Frequéncia das observacoes e ensaios

Nos estudos de dose repetida, o periodo de observagio deve abranger o periodo de dosagem. Nos estudos de
toxicidade aguda, deve ser observado um perfodo de 14 dias apds o tratamento. As observagdes devem também
abranger este periodo para os animais em grupos-satélite que foram mantidos sem exposigdo durante o periodo
apds o tratamento.

As observagtes devem ser efectuadas com uma frequéncia suficiente para maximizar a probabilidade de deteccio
de qualquer anomalia comportamental e/ou neuroldgica. As observac¢des devem ser, preferencialmente, efectuadas
a mesma hora, todos os dias, tendo em conta o periodo de pico previsto de efeitos ap6s aplicacdo da dose. Na
Tabela 2, apresenta-se resumida a frequéncia das observagdes clinicas, bem como dos ensaios funcionais. No caso
de existirem dados cinéticos ou outros dados obtidos em estudos prévios indicativos da necessidade de se
utilizarem diferentes momentos de observagiio, ensaios ou perfodos de observaciio posteriores, deve adoptar-se um
calenddrio alternativo de modo a obter o miaximo de informagdo. Deve apresentar-se uma justificagdo para as
alteracdes introduzidas no calendario.

1.6.1.1 Observagdes do estado de saiide geral e da mortalidade/morbilidade

Todos os animais devem ser observados cuidadosamente, pelo menos uma vez por dia, para avaliar o seu estado de
salide geral, bem como, pelo menos duas vezes por dia, para avaliar a mortalidade e morbilidade.

1.6.1.2 Observagdes clinicas pormenorizadas

Devem ser efectuadas observagtes clinicas pormenorizadas em todos os animais seleccionados para este fim
(consultar a Tabela 1) uma vez, antes da primeira exposi¢iio (de modo a permitir a comparagio entre os diferentes
animais) e, posteriormente, a diferentes intervalos, consoante a duraciio do estudo (consultar a Tabela 2). Devem
ser também efectuadas observacSes clinicas pormenorizadas nos grupos-satélites de recuperacfio no final do
periodo de recuperacfio. As observacdes clinicas pormenorizadas devem ser efectuadas no exterior do
compartimento experimental, numa arena-padrdo. Devem ser registadas cuidadosamente utilizando sistemas de
pontuagio que incluam escalas de critérios ou de pontuagiio para cada medi¢io das observagdes. Os critérios ou
escalas utilizados devem ser explicitamente definidos pelo laboratério de ensaio. Deve assegurar-se que as
variagdes das condicdes de ensaio sdo minimas (ndo sistematicamente relacionadas com o tratamento) e que as
observagdes sdo efectuadas por pessoal especializado sem conhecimento do tratamento efectuado.
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Recomenda-se que as observacdes sejam efectuadas de um modo estruturado, em que se aplicam sistematicamente
critérios bem definidos (incluindo a defini¢do de “gama” normal) a cada animal, em cada observagio. A “gama
normal” deve ser apropriadamente documentada . Devem ser registados todos os sinais observados. Sempre que
possivel, deve também ser registada a intensidade dos sinais observados. As observagdes clinicas devem incluir,
entre outros aspectos, alteragdes na pele, pélo, olhos, membranas mucosas, ocorréncia de secregdes e excre¢des €
actividade auténoma (por exemplo, lacrimagio, erecciio pilosa, tamanho da pupila, padrio respiratorio anormal
e/ou respiragiio pela boca, quaisquer sinais pouco usuais de urina ou defecagiio e urina descorada).

Devem ser registadas quaisquer respostas pouco usuais relativas a posi¢do corporal, nivel de actividade (por
exemplo, maior ou menor exploragio da arena-padriio) e coordena¢iio dos movimentos. Também devem ser
registadas alteragdes na marcha (por exemplo, marcha bamboleante, ataxia), postura (por exemplo, dorso
arqueado) e reactividade ao manuseamento, colocacio ou outros estimulos ambientais, bem como a presenca de
movimentos clénicos ou ténicos, convulsdes ou tremores, esteredtipos (por exemplo, higiene excessiva,
movimentos de cabega pouco usuais, locomogdo em circulos repetitiva) ou comportamento andémalo (por exemplo,
morder ou lamber excessivamente, auto-mutilagfio, andar para trds, vocalizagiio) ou agressiio.

1.6.1.3 Ensaios funcionais

Tal como para o caso das observagdes clinicas pormenorizadas, devem ser efectuados ensaios funcionais uma vez
antes da exposicio e tfrequentemente apds a exposi¢ilo nos animais seleccionados para este fim (consultar a Tabela
1). A frequéncia dos ensaios funcionais depende também da duracio do estudo (consultar a Tabela 2). Além dos
periodos de observagiio, estabelecidos na Tabela 2, as observagdes funcionais dos grupos-satélite de recuperagio
devemn também ser efectuadas o mais proximo possivel da morte terminal. Os ensaios funcionais devem incluir, a
reactividade sensorial a estimulos de virias tipos [por exemplo, estimulos auditivos, visuais e proprioceptivos
(5)(6)(7)], a avaliagdo da forca de preensdo dos membros (8) e avaliaciio da actividade motora (9). A actividade
motora, deve ser medida, com um dispositivo automético capaz de detectar tanto aumentos, como diminuigdes de
actividade. Caso seja utilizado outro sistema definido, este deve ser quantitativo e a sua sensibilidade e fiabilidade
devem ser comprovadas. Cada dispositivo deve ser ensaiado para assegurar a fiabilidade ao longo do tempo e a
consisténcia entre os diferentes dispositivos. Nas respectivas referéncias apresenta-se informacfo detalhada sobre
os procedimentos a seguir. Caso niio existam quaisquer dados (por exemplo, relagdes estrutura-actividade, dados
epidemiolégicos, outros estudos toxicolégicos) indicativos dos potenciais efeitos neuroldgicos, deve ser
considerada a inclusdo de ensaios mais especializados de fungio sensorial e motora ou de aprendizagem e memoria
de modo que estes possiveis efeitos sejam examinados mais pormenorizadamente. Na referéncia (1) apresentam-se
informagdes adicionais sobre os ensaios especializados e sua utilizagfo.

Excepcionalmente, os animais que apresentem sinais de toxicidade numa extensiio que afecte significativamente o
ensaio funcional, podem ser excluidos deste ensaio. Deve ser apresentada uma justificagdo para a exclusdo de
animais do ensaio funcional.

1.6.2 Peso corporal e consumo de alimento/agua

Para estudos com duragio até 90 dias, todos os animais devem ser pesados, pelo menos uma vez por semana, e
devem ser feitas medi¢des do consumo de alimentos (consumo de dgua, caso a substincia de ensaio seja
administrada por este meio) pelo menos semanalmente. Para estudos de longo prazo, todos os animais devem ser
pesados pelo menos uma vez por semana durante as 13 primeiras semanas e, seguidamente, pelo menos de 4 em 4
semanas. Devem ser feitas medigdes do consumo de alimentos (consumo de dgua, caso a substincia de ensaio seja
administrada por este meio), pelo menos semanalmente, nas primeiras 13 semanas e seguidamente, com um
intervalo de cerca de trés meses, excepto se o estado de salde ou as variagcdes de peso corporal indicarem que se
deve tazer com outra periodicidade.

1.6.3 Oftalmologia

Para estudos de duragfio superior a 28 dias, deve ser efectuado um exame oftalmoldgico, utilizando um
oftalmoscopio ou um instrumento equivalente adequado, antes da administragio da substincia de ensaio e no final
do estudo. Preferencialmente este exame deve ser feito a todos os animais ou, pelo menos, aos animais dos grupos
de doses elevadas e dos grupos de controlo. Todos os animais devem ser examinados caso sejam detectadas
alteracdes oculares ou caso os sintomas clinicos assim o indiquem. Para estudos de longo prazo, o exame
oftalmolégico deve também ser efectuado no final de 13 semanas. Ndo € necessdrio efectuar os exames
oftalmolégicos se existirem dados disponiveis de outros estudos com duragiio semelhante e com niveis de dose
semelhantes.
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1.6.4 Hemograma e quimica clinica

Se o estudo de neurotoxicidade for efectuado em conjunto com um estudo de toxicidade sistémica de dose
repetida, devem ser efectuadas andlises clinicas (hemograma e quimica clinica), tal como estabelecido no
respectivo Método do estudo de toxicidade sistémica. A recolha das amostras deve ser efectuada de modo a
minimizar quaisquer potenciais efeitos no comportamento neuronal.

1.6.5 Histopatologia

O exame neuropatoldgico deve ser concebido a fim de complementar e aprotundar as observagdes efectuadas
durante a fase in vivo do estudo. Os tecidos provenientes de, pelo menos, 5 animais de cada grupo do mesmo sexo
(consultar a Tabela 1 e o pardgrafo seguinte) devem ser fixados in situ por utilizagio de técnicas de perfusio e
fixagio comummente adoptadas (consultar a referéncia 3, capitulo 5 e a referéncia 4, capitulo 50). Devem ser
registadas quaisquer alteragdes importantes que sejam observadas. No caso de o estudo ser efectuado
independentemente para rastreio de neurotoxicidade ou para caracterizar efeitos neurotéxicos, os animais que nio
sejam utilizados podem sé-lo em procedimentos neurocomportamentais (10)(11), neuropatologicos
(10)(11)(12)(13), neuroquimicos (10)(11)(14)(15) e electrofisiolégicos especificos que podem complementar os
procedimentos e exames descritos ou podem ser acrescentados aos animais sujeitos a exame histopatologico.
Estes procedimentos complementares t€m um interesse especial quando as observagdes empiricas ou os efeitos
previstos sio indicativos de um tipo ou alvo especificos para a neurotoxicidade (2)(3). Os animais niio utilizados
podem, alternativamente, sé-lo em avalia¢des patologicas de rotina tal como descritas no Método para estudos de
dose repetida.

Deve ser utilizada uma técnica de coloragiio convencional, tal como hematoxilina ou eosina (H&E), em todas as
amostras de tecidos, que devem ser fixadas em parafina e examinadas ao microscopio. Caso sejam observados
sintomas de neuropatia periférica ou haja suspeitas nesse sentido, devem ser examinadas amostras de tecido
nervoso periférico fixado em plastico. Os sintomas clinicos podem igualmente sugerir o exame a locais adicionais
ou a utilizagdo de técnicas de coloragdo especiais. Podem obter-se orientaces sobre os locais adicionais a
examinar em (3) e (4). Pode também ser dtil a utilizagio de técnicas de coloragfio especiais apropriadas a
demonstracido de alteragdes patoldgicas especificas (18).

Os segmentos representativos dos sistemas nervosos central e periférico devem ser sujeitos a exame
histopatolégico (consultar a referéncia 3, capitulo 5 e a referéncia 4, capitulo 50). As dreas a examinar devem
normalmente incluir: o cérebro anterior, o centro do cérebro, incluindo uma secgiio através do hipocampo, o
mesencéfalo, o cerebelo, a ponte de Varolio, a medulla oblongata, o olho, incluindo o nervo ptico e a retina, a
espinal medula ao nivel das protuberiincias cervical e lombar, os ginglios da raiz dorsal, as fibras das raizes dorsal
e ventral, o nervo cidtico proximal, o nervo tibial proximal (no joelho) e as ramificacdes do nervo tibial nos
gémeos. Devem ser examinadas as secgdes coronal, transversal e longitudinal da espinal medula e dos nervos
periféricos. Deve ser dada especial atencfio & vasculatura do sistema nervoso. Deve ser igualmente analisada uma
amostra de misculo esquelético, nomeadamente, gémeos. Deve ser prestada especial atencdo aos locais com
estrutura e padrio celular e fibroso bi SNC e SNP que se saiba serem particularmente vulnerdveis a substincias
neurotdxicas.

Podem obter-se orientaces sobre as alteragdes neuropatoldgicas que resultam tipicamente da exposicio a
substancias toxicas nas referéncias (3) e (4). Recomenda-se um exame minucioso das amostras de tecidos, no
qual sfo inicialmente comparados os cortes seccionais obtidos no grupo de dose mais elevada com os obtidos no
grupo de controlo. Caso nio sejam observadas quaisquer alteragdes neuropatologicas nas amostras provenientes
desses grupos, nido € necessdrio efectuar quaisquer andlises subsequentes. Caso sejam observadas alteragses
neuropatolégicas no grupo de dose mais elevada, as amostras de cada um dos tecidos potencialmente afectados
provenientes dos grupos de doses intermédia e reduzida devem ser codificadas e analisadas sequencialmente.

Caso sejam detectados, no decorrer do exame qualitativo, quaisquer sintomas de alterages neuropatoldgicas, deve
ser efectuado um segundo exame a todas as regides do sistema nervoso que apresentem tais alteragoes. Cortes
seccionais provenientes de todos os grupos de dosagem de cada uma das regides potencialmente afectadas devem
ser codificados e examinados ao acaso, sem conhecimento do respectivo codigo. Devem ser registadas a
frequéncia e gravidade de cada lesiio detectada. Apds a classificacfio de todas as regides em todos os grupos de
dosagem, o codigo pode ser revelado e pode ser efectuada a anilise estatistica de modo a avaliar as relagdes dose-
efeito. Devem descrever-se exemplos para os diferentes graus de gravidade das vérias lesGes.

Os dados neuropatoldgicas devem ser avaliados no contexto das observacdes comportamentais ¢ das medidas
efectuadas, assim como de quaisquer outros dados provenientes de estudos de toxicidade sistémica da substincia
de ensaio efectuados anterior ou simultaneamente.
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2 DADOS

2.1 TRATAMENTO DOS RESULTADOS
Devem apresentar-se os dados individuais. Além disso, todos os dados devem ser resumidos em forma tabular,
indicando, para cada grupo de ensaio ou de controlo, o nimero de animais no inicio do ensaio, o nimero de
animais encontrados mortos durante o ensaio ou sacrificados a fim de evitar dor, 0 momento de todas as mortes
(espontineas ou provocadas), o nimero de animais apresentando sintomas de toxicidade, uma descri¢io dos
sintomas de toxicidade observados (incluindo o momento do aparecimento, a duragio, o tipo e a gravidade), o
nlimero de animais que apresentam lesdes, incluindo o tipo e a gravidade de tais lesdes.

2.2 AVALIACAO E INTERPRETACAO DOS RESULTADOS
Os resultados do estudo devem ser avaliados em termos da incidéncia, gravidade e correlagiio entre os efeitos
observados aos niveis neurocomportamental e neuropatolégico (assim como os efeitos neuroquimicos e
electrofisiologicos, caso sejam efectuados quaisquer exames complementares) e quaisquer outros efeitos adversos
observados. Sempre que possivel, os resultados numéricos devem ser avaliados através de um método estatistico
adequado e de utilizagio comum. Os métodos estatisticos devem ser determinados durante o planeamento do
estudo.

3 RELATORIO
RELATORIO DO ENSAIO

O relatério do ensaio deverd incluir as seguintes informacdes:
Substidncia de ensaio:

- natureza fisica (incluindo isdmeros, pureza e propriedades fisico-quimicas);
- dados de identificagfio.

Excipiente (se apropriado):
- justificagio para escolha do excipiente.
Animais de ensaio:

- espécie/estirpe usada;

- nimero, idade e sexo dos animais;

- proveniéncia, condi¢des de alojamento, aclimatizaciio, dieta, etc.;
- peso individual dos animais no inicio do ensaio.

Condigoes do ensaio:

- informagdo pormenorizada sobre a formulacdo da substincia de ensaio/preparagdo da dieta, concentragio
atingida, estabilidade e homogeneidade da preparagio;

- especifica¢iio das doses administradas, incluindo dados pormenorizados sobre o excipiente, volume e forma
fisica do material administrado;

- informagio pormenorizada sobre a administragio da substéincia de ensaio;

- justificagtes para a escolha dos diferentes niveis de dosagem;

- justificacdes para a escolha da via de administracio e a duragfio do ensaio;

- conversiio da concentracgiio da substiincia de ensaio na dieta/dgua de beber (ppm) para a dose real (mg/kg de
peso corporal/dia), se aplicdvel;

- informagio pormenorizada sobre a qualidade dos alimentos e da dgua.
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Observagoes e procedimentos de ensaio:

- informagdo pormenorizada sobre a atribuigio dos animais de cada grupo aos diferentes subgrupos de
perfusio;

- informagio pormenorizada sobre os sistemas de classificacio, incluindo escalas de classificacdo e critérios
para cada medida efectuada nas observagdes clinicas aprofundadas;

- informagdo pormenorizada sobre os ensaios funcionais da reaccdo sensorial aos estimulos de diferentes
origens (por exemplo, auditivos, visuais e proprioceptivos); da avaliagdo da forga de preensio dos membros
e da actividade motora (incluindo informagiio pormenorizada sobre dispositivos automdticos de detecciio de
actividade); e de outros procedimentos efectuados;

- informacio pormenorizada sobre os exames oftalmoldgicos e, caso seja adequado, andlises clinicas
(hemograma e quimica clinica) com valores relevantes de linha de base;

- informacio  pormenorizada sobre os procedimentos neurocomportamentais, neuropatoldgicos,
neuroquimicos e electrofisiolégicos especificos.

Resultados:

- peso corporal/alteracdes do peso corporal, incluindo o peso corporal na altura da morte;

- consumo de alimento e consumo de dgua, sempre que necessario;

- dados sobre a resposta a toxicidade para cada sexo e nivel de dosagem, incluindo sintomas de toxicidade ou
mortalidade;

- natureza, gravidade e duragdo (momento do aparecimento e desenvolvimento subsequente) dos efeitos
detectados em observagdes clinicas aprofundadas (reversiveis ou néio);

- descrigido pormenorizada de todos os resultados dos ensaios funcionais;

- resultados da autépsia;

- descrigdo pormenorizada de todos os dados neurocomportamentais, neuropatologicos e neuroquimicos ou
electrofisioldgicos, caso estejam disponiveis;

- dados de absorciio e metabolismo, caso estejam disponiveis;

- tratamento estatistico dos resultados, se apropriado.

Andlise dos resultados.
- informagio sobre a resposta a dosagem;
- relagiio entre quaisquer outros efeitos toxicos de modo a tirar conclusdes sobre o potencial neurotéxico da

substincia quimica de ensaio;
- nivel sem efeito adverso observivel.

Conclusoes.
- aconselha-se a inclusio de uma declaragido especifica sobre a neurotoxicidade global da substincia quimica
de ensaio.
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ANEXO 21
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C.21. MICRORGANISMOS DO SOLO: ENSAIO DE TRANSFORMACAO DE AZOTO

1. METODO

O presente método de ensaio baseia-se na publicagio OCDE TG 216 (1999).
1.1 INTRODUCAO

O presente método de ensaio descreve um método laboratorial concebido para a investigagcio dos efeitos, a
longo prazo, resultantes de uma tnica exposi¢do a produtos quimicos, na capacidade de transtformagio do azoto
pelos microrganismos do solo. O ensaio baseia-se, fundamentalmente, nas recomendacdes da Organizacio
Europeia e Mediterrinica para a Protec¢iio das Plantas (1), embora tenham sido igualmente consideradas outras
linhas de orientagdo, nomeadamente as fornecidas pelas seguintes organizagtes: Biologische Bundesanstalt da
Alemanha (2); Agéncia de Protecciio do Ambiente dos EUA (3); SETAC (4) e Organizacio Internacional de
Normalizagio (ISO) (5). As orientagdes respeitantes ao nimero e tipo de solos a utilizar neste ensaio sido as
acordadas na reunido de trabalho da OCDE sobre Selecgiio de Solos/Sedimentos que decorreu em Belgirate,
[tilia, em 1995 (6). As recomendagdes respeitantes a recolha, manuseamento e armazenamento de amostras de
solos baseiam-se nas normas [SO 10381-6 (7) e nas recomendacdes da reunido de Belgirate. A determinaciio e
avaliacdo das caracteristicas de toxicidade de determinadas substincias de ensaio poderio requerer a
determinacio dos seus efeitos sobre a actividade microbiana dos solos, por exemplo, quando se pretendem
conhecer os potenciais efeitos secunddrios de produtos utilizados na protecgiio de culturas agricolas sobre a
microtlora do solo ou quando se prevé a exposi¢do dos microrganismos do solo a outro tipo de substincias
quimicas. O ensaio de transtormaciio de azoto aplica-se na determinagiio dos efeitos destes produtos sobre a
microtlora do solo. No ensaio de produtos quimicos agricolas (por exemplo, produtos de protecgio de culturas,
fertilizantes, quimicos florestais) deverdo realizar-se os ensaios de transformagio de azoto e de transtormacio
de carbono. Nos ensaios de produtos quimicos nfio-agricolas, considera-se suficiente a realizacfio do ensaio de
transformacdo de azoto, ressalvando-se os casos em que os valores de CEsg obtidos no ensaio de transformacio
de azoto se encontrem dentro dos valores correspondentes aos inibidores de nitrificagdio comerciais (por
exemplo, nitrapirina), casos em que deve ser efectuado um ensaio de transformagio de carbono no sentido de se
obter informaciio adicional.

Os solos sdo misturas complexas e heterogéneas de elementos vivos e ndo-vivos. Os microrganismos
desempenham um papel importante na decomposiciio e transtformagio da matéria orginica em solos férteis
através de processos complexos em que diversas espécies contribuem de forma distinta para cada um dos
factores que determinam a fertilidade do solo. Por este motivo, qualquer interferéncia a longo prazo nos
processos bioquimicos envolvidos constitui uma potencial interferéncia nos ciclos nutricionais, podendo vir a
afectar a fertilidade do solo. A transformaciio de carbono e de azoto ocorre em todos os solos férteis e, ainda
que as comunidades de microrganismos responsdveis por estes processos divirjam de solo para solo, as vias e
processos de transformagido sdo essencialmente os mesmos.

O Método de Ensaio aqui descrito foi desenvolvido com o objectivo de determinar os efeitos adversos a longo
prazo de uma substincia no processo de transformaciio de azoto em solos aerdbios de superticie. Este método
de ensaio permite ainda estimar os efeitos dos produtos testados sobre a transformacido de carbono pela
microflora dos solos. Uma vez que a formacgfio de nitratos ocorre subsequentemente a quebra das ligacdes
azoto-carbono, a observagiio de taxas idénticas de produgiio de nitratos em solos tratados e de referéncia indica
que € muito elevada a probabilidade de as principais etapas de degradacio do carbono se encontrarem intactas e
funcionais. O substrato escolhido para o ensaio (farinha de luzerna) possui uma relagfo carbono/azoto adequada
(geralmente entre 12/1 e 16/1). Por este motivo, a privagio de carbono ¢ reduzida durante o ensaio e, no caso de
as comunidades de microrganismos serem afectadas por um produto quimico, serd possivel a sua recuperagio
num periodo de 100 dias.

Os ensaios que serviram de base ao presente Método de Ensaio foram inicialmente desenvolvidos para
substincias relativamente as quais € possivel estimar a quantidade de substincia que atinge o solo. E o caso, por
exemplo, dos produtos utilizados para a protecgiio de culturas agricolas, uma vez que é conhecida a sua taxa de
aplicagdo nos campos. No caso de produtos quimicos agricolas, considera-se suficiente o ensaio de duas doses
relevantes, relativamente & taxa de aplicacfio estimada ou prevista. Os produtos quimicos agricolas podem ser
testados como ingredientes activos (i.a.) ou como formulagdes. A aplicagdo deste ensaio ndo se limita, no
entanto, a produtos quimicos agricolas. Fazendo variar simultaneamente a quantidade de substiincia de ensaio
aplicada no solo e 0 método de avaliaciio dos dados, o ensaio poderd ser igualmente utilizado em situacdes em
que ndo é conhecida a quantidade de produto quimico que atinge o solo Deste modo, para produtos quimicos
nfo-agricolas, deveriio determinar-se os efeitos de uma série de concentragdes sobre a transformacfo de azoto ¢
utilizar-se os dados obtidos nesses ensaios para construir uma curva de dose-resposta, a partir da qual se
calculam os valores de CEy, em que x corresponde & percentagem de efeito.
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1.2 DEFINICOES

Transformacao de azoto: é a degradaciio total por microrganismos de matéria orglnica contendo azoto, através
do processo de amonificaciio e nitrificaciio, até ao respectivo nitrato inorginico final.

CE, (Concentracao Efectiva): é a concentraciio da substincia de ensaio no solo que resulta numa percentagem
x de inibi¢do da transformagdo de azoto em nitrato.

CEsg (Concentracao Média Efectiva): é a concentragiio da substiincia de ensaio no solo que resulta em 50% de
inibi¢iio da transformagdo de azoto em nitrato.

1.3 SUBSTANCIAS DE REFERENCIA
Nenhuma.
1.4 PRINCIPIO DO METODO DE ENSAIO

Depois de peneirado, adiciona-se ao solo uma farinha de cereal, apds o que se reserva uma parte que ird ser
utilizada como controlo e se trata o restante com a substdncia de ensaio. No ensaio de produtos quimicos
agricolas recomenda-se o teste de um minimo de duas concentragdes, que deveriio ser escolhidas tendo em
conta a maior concentracio de substincia que se prevé que venha a ser aplicada no campo. Apds 0,7, 14 e 28
dias de incubaciio, procede-se & extracciio de amostras dos solos tratados e de controlo com um solvente
adequado e determinam-se as quantidades de nitratos nos extractos. A taxa de formagdo de nitratos nas amostras
tratadas € comparada com a taxa de formagcio de nitratos nas amostras de controlo e calcula-se a percentagem
de desvio das amostras tratadas. Todos os ensaios t€m uma duracio minima de 28 dias. Se ao 2¥* dia as
diferencgas entre as amostras tratadas e as amostras ndo tratadas forem iguais ou superiores a 25%, deverio
continuar a efectuar-se medicdes até ao limite de 100 dias. Nos ensaios de produtos quimicos nio-agricolas,
adiciona-se uma série de concentragdes da substincia de ensaio a amostras de solo, medindo-se as quantidades
de nitratos formadas nas amostras tratadas e nas amostras de controlo apds 28 dias de incubacfio. Os resultados
dos ensaios com multiplas concentragtes sdo analisados através de um modelo de regressio, com base no qual
se calculam os valores de CE, (isto é: CEsg, CEss ou CE ). Ver defini¢oes.

1.5 VALIDADE DO ENSAIO

As anilises dos resultados dos ensaios com produtos quimicos agricolas baseiam-se em diferencas
relativamente pequenas (isto €, com um valor médio de £25%) entre as concentragdes de nitrato nas amostras
de solo tratadas e nas amostras de controlo. Por este motivo, e uma vez que grandes variagdes entre as amostras
de controlo podem conduzir a resultados falsos, a variagiio entre repetigdes das amostras de controlo deve ser
inferior a £15%.

1.6 DESCRICAO DO METODO DE ENSAIO
1.6.1 Equipamento

Os recipientes utilizados durante o ensaio devem ser de materiais quimicamente inertes e ter uma capacidade
adequada ao método usado na incubagiio dos solos, isto €, a granel ou numa série de amostras de solo
individualizadas (ver sec¢iio 1.7.1.2). Devem tomar-se precaugdes no sentido de minimizar as perdas de dgua e
permitir trocas gasosas durante o ensaio (por exemplo, os recipientes de ensaio podem ser cobertos com folhas
de polietileno perfuradas). Para o ensaio de substiincias voldteis, devem ser usados recipientes seldveis e
estanques com dimensdes que permitam que aproximadamente um quarto do seu volume seja ocupado pela
amostra de solo.

Utiliza-se, para além do equipamento corrente de laboratdrio, o seguinte equipamento:

— mecanismo de agitagdo: agitador mecinico ou equipamento equivalente;
— mecanismo de centrifugacio (3000 g) ou de filtragio (uso de filtro que ndo contenha nitratos);

— instrumento de sensibilidade e reprodutibilidade adequadas para andlise de nitratos.
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1.6.2 Seleccao e niimero de solos
No presente ensaio utiliza-se um tinico solo, cujas caracteristicas recomendadas sfio as seguintes:

— teor de areia: nio inferior a 50% e nio superior a 75%:;
— pH:5,5a7,5;
— teor de carbono orginico: 0,5 a 1,5%;

— & biomassa microbiana deve ser medida (8)(9) e o seu teor de carbono deve corresponder, no minimo,
a 1% do total de carbono orginico do solo.

Na maioria dos casos, um solo com estas caracteristicas representa a situaciio menos favoravel, uma vez que
nestas condigdes a adsor¢do da substincia quimica de ensaio € minima e a sua disponibilidade para a microflora
¢ mdxima. Por este motivo, a realizagiio de ensaios com outros solos € geralmente desnecessaria. Contudo, em
determinadas circunstincias, por exemplo, quando se prevé que a substincia de ensaio venha a ser
principalmente utilizada em solos especificos, tais como solos florestais acidicos, ou para produtos quimicos
com carga electrostitica, poderd ser necessdrio utilizar um solo adicional.

1.6.3 Recolha e armazenamento das amostras de solo
1.6.3.1 Recolha

Deve existir, e estar disponivel, informagiio pormenorizada sobre a histéria do local donde foram recolhidas as
amostras de solo para o ensaio. A informagio necessdria inclui a localizacdo exacta, o coberto vegetal, as datas
dos tratamentos com produtos utilizados para a protecgiio de culturas agricolas, os tratamentos com fertilizantes
orginicos e inorginicos, as aplicagdes de materiais bioldgicos e as de contaminagtes acidentais. Deverd ser
escolhido, para a recolha de solo, um local que permita o seu uso a longo prazo. Consideram-se locais
adequados pastagens permanentes, 0s campos com culturas anuais de cereais (& excep¢io de milho) ou os
campos densamente semeados para produgio de adubo natural. No local escolhido para a amostragem nio
devem ter sido aplicados produtos de protecgiio de culturas agricolas, pelo menos, durante o dltimo ano, nem
nenhum fertilizante orgéinico, pelo menos, nos dltimos seis meses. O uso de fertilizantes minerais apenas podera
ser aceite quando em concordiancia com as necessidades das culturas agricolas e, nesse caso, a recolha de
amostras de solo niio deverd ser efectuada antes de passados trés meses apds a aplicagiio do fertilizante. Deve
ser evitado o uso de solos tratados com fertilizantes que tenham efeitos biocidas conhecidos (por exemplo,
cianamida de cdlcio).

Deve ser evitada a recolha de amostras durante, ou imediatamente apés, periodos longos (superiores a 30 dias)
de seca ou de excessos de dgua. Em solos lavrados, as amostras devem ser recolhidas a uma profundidade de 0
a 20 cm. Nas pastagens ou outros solos que niio sdo lavrados durante periodos longos (pelo menos, uma época
de cultivo), a profundidade mixima de amostragem pode ser ligeiramente superior a 20 cm (por exemplo, até 25
cm).

As amostras de solo devem ser transportadas em recipientes adequados, em condi¢oes de temperatura que
garantam que as propriedades iniciais do solo nfio sio alteradas de forma significativa.

1.6.3.2 Armazenamento

Sempre que possivel, é de preferir a utilizagdo de amostras de solos recolhidas na altura. Nos casos em que o
armazenamento em laboratério niio possa ser evitado, os solos devem ser armazenados no escuro, a uma
temperatura de 4+2°C e por um periodo maximo de trés meses. Durante o armazenamento dos solos, devem ser
asseguradas condi¢es aerdbias. Se os solos forem recolhidos em zonas onde permanecem gelados por periodos
iguais ou superiores a trés meses por ano, poderd ser considerada a hipStese do seu armazenamento durante seis
meses a uma temperatura entre 18°C negativos e 22°C negativos. A biomassa microbiana de solos armazenados
¢ medida antes de cada experiéncia e o teor de carbono na biomassa nio deverd ser inferior a 1% do teor total
de carbono orginico no solo (ver secgio 1.6.2).
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1.6.4 Manuseamento e preparacao do solo para o ensaio
1.6.4.1 Pré-incubacdo

Se o solo esteve armazenado (ver secgido 1.6.3.2), recomenda-se um periodo de pré-incubagiio de 2 a 28 dias. A
temperatura e a humidade do solo durante a pré-incubacfio e o ensaio devem ser idénticas as utilizadas durante o
ensaio (ver seccoes 1.6.4.2 e 1.7.1.3).

1.6.4.2 Caracteristicas [isico-quimicas

Os objectos de grandes dimensdes (por exemplo, pedras, pedacos de plantas, etc.) sdo removidos manualmente
do solo e a amostra é peneirada himida, evitando dessecaciio excessiva, de forma a reduzir as particulas a uma
dimensio mdxima de 2 mm. O teor de humidade da amostra de solo deve ser ajustado com dgua destilada ou
desionizada para um valor entre 40% e 60% da sua capacidade mdxima de retencfio de dgua.

1.64.3 Adicdo de substrato orgdnico

Deverd ser adicionado ao solo um substrato orgénico adequado - por exemplo, farinha de luzerna-erva-relva
(componente principal: Medicago sativa) com uma relagiio C/N entre 12/1 e 16/1. A relagio luzerna-solo
recomendada é de 5 g de luzerna por quilograma de solo (peso seco).

1.6.5 Preparacao da substancia de ensaio para aplicaciao no solo

A aplicagdo da substincia de ensaio no solo envolve, geralmente, a utilizagio de um excipiente (matriz de
transporte), que pode ser dgua (para substincias hidrossoliveis) ou um sélido inerte, como, por exemplo, areia
fina de quartzo (tamanho de particulas: 0,1 a 0,5 mm). A utilizagiio de outros excipientes liquidos (por exemplo,
solventes orginicos, como acetona, cloroférmio) deve ser evitada devido & possibilidade de virem a afectar a
microflora. Nos casos em que se use areia como excipiente, esta pode ser coberta com a substincia de ensaio
em solugiio ou suspensdo num solvente adequado. Nesses casos, o solvente deve ser removido por evaporagio
antes da mistura com o solo. De modo a optimizar a distribui¢fio da substéincia de ensaio no solo, recomenda-se
uma relagdo de 10 g de areia por quilograma de solo (peso seco). As amostras de controlo sdo tratadas com uma
quantidade equivalente de dgua ou de areia de quartzo (sem adiciio de substincia de ensaio).

Nos ensaios de produtos quimicos voldteis importa, tanto quanto possivel, evitar perdas durante o tratamento e
p q porta, q p , p

procurar assegurar a homogeneidade da distribui¢io dos produtos no solo (por exemplo, as substincias de

ensaio devem ser injectadas em diferentes locais do solo).

1.6.6 Concentragoes de ensaio

Nos ensaios de produtos quimicos agricolas devem ser usadas pelo menos duas concentragdes. A concentragio
inferior deve reflectir, no minimo, a quantidade mdxima que se espera que, na prdtica, venha a atingir o solo,
enquanto a concentragio mais elevada deve ser um miltiplo da concentragfio inferior. As concentragbes da
substincia de ensaio adicionada ao solo sdo calculadas assumindo uma incorporagio uniforme até uma
profundidade de 5 cm e uma densidade aparente do solo de 1,5. Para produtos quimicos agricolas que sio
aplicados directamente no solo ou para compostos quimicos cuja quantidade que atinge o solo pode ser prevista,
as concentragdes recomendadas sdo a maxima concentragdo prevista no ambiente (“predicted environmental
concentration”, PEC) e cinco vezes o valor dessa concentragiio. Nos casos em que se prevé que as substincias
sejam aplicadas diversas vezes no solo durante uma mesma estagdo, devem ser efectuados ensaios a
concentragdes correspondentes & multiplicagio da PEC pelo nimero maximo de aplicagdes previsto. Contudo, a
concentragdo maxima de ensaio nio deve exceder dez vezes a taxa mdaxima para uma unica aplicagdo. Nos
ensaios de produtos quimicos ndo-agricolas deve ser usada uma série geométrica de, pelo menos, cinco
concentragdes. As concentragdes usadas devem cobrir a gama necessdria para os célculos dos valores de CEy.
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1.7 PROCEDIMENTO DO ENSAIO
1.7.1 Condicoes de Exposicao
1.7.1.1 Tratamento e Controlo

Nos ensaios de produtos quimicos agricolas, o solo é dividido em trés por¢des de igual peso. Duas porgdes sio
misturadas com o excipiente contendo o produto e a terceira € misturada apenas com o excipiente (amostra de
controlo). Recomenda-se um minimo de trés repetigdes para ambos os solos, tratado e de controlo. Nos ensaios
de produtos quimicos ndo-agricolas, o solo € dividido em seis por¢des de igual peso. Cinco das amostras sdo
misturadas com o excipiente contendo o produto e a sexta é misturada com o excipiente ndo activado.
Recomendam-se trés repeticdes para ambos 0s solos, tratado e de controlo. Devem ser tomadas precaugdes de
modo a assegurar uma distribuigio homogénea da substincia de ensaio nas amostras de solo tratadas. Durante a
mistura deve evitar-se a aglomeragiio ou compactacio do solo.

1.7.1.2 Incubacao das amostras de solo

A incubag¢io das amostras de solo pode ser realizada de duas formas: usando cada um dos solos, tratado e de
controlo, como amostras lUnicas ou dividindo-os numa série de subamostras individualizadas e de igual peso.
Contudo, no caso de substincias voldteis, os ensaios devem ser realizados obrigatoriamente na forma de séries
de subamostras individuais. Quando os solos sio incubados como amostras lnicas, preparam-se grandes
quantidades de cada solo, tratado e de controlo, e vio-se retirando subamostras para andlise, conforme
necessirio, ao longo do ensaio. A quantidade de solo inicialmente preparada para cada tratamento e para cada
controlo depende do tamanho das subamostras a retirar durante o ensaio, do nimero de repetigdes a realizar e
do niimero maximo de tempos de amostragem previsto. Os solos incubados como amostras tnicas devem ser
misturados vigorosamente antes de cada subamostragem. Quando os solos sfio incubados como uma série de
amostras individualizadas, cada solo tratado e de controlo € inicialmente dividido no nimero de subamostras
pretendido e estas utilizadas conforme necessario. Nas experiéncias em que se prevéem mais de dois tempos de
amostragem, devem preparar-se subamostras em ndmero suficiente para todas as repeticoes de todas as
amostragens. Pelo menos, trés repeticdes do solo de ensaio devem ser incubadas em condi¢Ses aerdbias (ver
seccio 1.7.1.1). Os recipientes utilizados durante todos os testes devem possuir um volume livre suficiente para
impedir o desenvolvimento de condigbes anaerdbias. Nos casos em que as substincias de ensaio sdo voldteis, o
ensaio s6 deve ser realizado com séries de subamostras individualizadas.

1.7.1.3 Condicoes e duracdo dos ensaios

O ensaio € realizado em cimara escura a temperatura de 20£2°C. Durante o ensaio, o teor de humidade das
amostras de solo deve ser mantido entre 40% e 60% da capacidade mdxima de retenciio de dgua do solo (ver
seccio 1.6.4.2), com uma variagio mixima de £5%. Sempre que necessdrio, pode adicionar-se dgua destilada
ou desionizada.

A duragio minima do ensaio € de 28 dias. Nos ensaios de produtos quimicos agricolas, comparam-se as taxas de
formagio de nitratos nas amostras tratadas e de controlo. Se estes valores diferirem em mais de 25% apds o 28.°
dia, o ensaio continua até que essa diferenca atinja um valor igual ou inferior a 25% ou até ao 100.° dia. Para
compostos quimicos ndo-agricolas, o ensaio tem a duragio de 28 dias. No 28.% dia, determinam-se as
quantidades de nitratos nas amostras de solo tratadas e de controlo e calculam-se os valores de CE,.

1.7.2 Amostragem e analise dos solos
1.7.2.1 Calenddrio de amostragem dos solos
Nos ensaios de produtos quimicos agricolas, analisa-se a quantidade de nitratos nas amostras de solo nos dias 0,

7, 14 e 28. Caso seja necessdrio prolongar o ensaio, apos o 28" dia devem efectuar-se medi¢Ges com intervalos
de 14 dias.
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Nos ensaios de produtos quimicos nido-agricolas, testa-se um minimo de cinco concentracdes de ensaio e a
andlise de nitratos nas amostras de solo efectua-se no inicio (dia 0) e no fim do periodo de exposiciio (28.¢ dia).
Nos casos em que tal se revele necessdrio, podem realizar-se medig¢Ges intermédias - por exemplo, ao 7.7 dia. Os
dados obtidos ao 28.2 dia sfo utilizados para determinar o valor de CE, para o produto quimico. Se desejado, os
dados obtidos para a amostra de controlo no dia 0 podem ser utilizados para indicar a quantidade inicial de
nitratos no solo.

1.7.2.2 Andlise das amostras de solo

Para cada repeticio de cada amostra de solo, tratada e de controlo, determina-se a quantidade de nitratos
formada em cada tempo de amostragem. Os nitratos sio removidos do solo por agitagio das amostras num
solvente de extrac¢do adequado - por exemplo, uma solugdo 0,1 M de cloreto de potdssio. Recomenda-se uma
razdo de 5 ml de solu¢iio de KCI por equivalente de grama de solo (peso seco). Para optimizar a extracgio, a
mistura da amostra de solo com a solu¢do de extracgdo nido deve ocupar mais de metade do volume do
recipiente de extrac¢iio. As misturas sfio agitadas a 150 rpm durante 60 minutos e em seguida centrifugadas ou
filtradas, sendo a fase liquida resultante analisada para deteccdo de nitratos, Os extractos liquidos livres de
particulas sélidas podem ser armazenados antes de analisados, devendo ser mantidos a 2025°C negativos até um
maximo de seis meses.

2 DADOS
2.1 TRATAMENTO DE RESULTADOS

Nos ensaios efectuados com produtos quimicos agricolas, regista-se a quantidade de nitratos formada em cada
repeticiio de cada amostra de solo e os valores médios do conjunto de repeticSes devem ser apresentados numa
tabela. As taxas de transformacio de azoto devem ser analisadas usando métodos estatisticos usuais e
adequados (por exemplo, Teste-F, nivel de significincia de 5%). As quantidades de nitratos formados
expressam-se em mg nitrato/kg solo (peso seco)/dia. A taxa de formagido de nitratos em cada tratamento é
comparada com a da respectiva amostra de controlo, calculando-se o desvio, em percentagem, da amostra de
teste relativamente ao controlo.

Nos ensaios efectuados com produtos quimicos ndo-agricolas, determina-se a quantidade de nitratos formados
em cada repeticio e traca-se uma curva de dose-resposta para estimar os valores de CE,. As quantidades de
nitratos - isto €, mg nitrato/kg solo (peso seco) - obtidas para as amostras tratadas, apds 28 dias sio comparadas
com as quantidades obtidas para as amostras de controlo. A partir destes resultados, calcula-se a percentagem
de inibi¢io para cada concentra¢io de ensaio. As percentagens obtidas sfo representadas num grifico em
fun¢do da concentragiio e, usando procedimentos estatisticos, determinam-se os valores de CE,. Os limites de
confianca (p = 0,95) para os valores de CE, calculados sdo igualmente determinados usando métodos-padrio

(10)(11)(12).

No caso de conterem quantidades elevadas de azoto, as substincias de ensaio podem contribuir para as
quantidades de nitratos formadas durante o ensaio. Por este motivo, em ensaios com elevadas concentrages
dessas substincias (por exemplo, compostos quimicos que se prevé que venham a ser usados em aplicacdes
repetidas), devem ser incluidas amostras de controlo adequadas (isto €, uma mistura de solo com a substéncia de
ensaio, sem a farinha vegetal). Os dados dessas amostras de controlo devem ser tidos em conta nos cilculos de
CE..

2.2 INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

Quando, na avaliagdo dos resultados dos ensaios com produtos quimicos agricolas, a diferenca entre as taxas de
formagiio de nitratos entre o tratamento com a menor concentragcio (isto é, correspondente & mdxima
concentragio prevista para a situacfo real) e a respectiva amostra de controlo for igual ou inferior a 25% em
qualquer amostragem efectuada apds o 28.° dia, o produto pode ser considerado como nio tendo influéncia a
longo prazo na transformacio de azoto dos solos. Para ensaios envolvendo produtos quimicos nio-agricolas, os
valores CEsp, CEs5 ou CE g sido utilizados como indicadores,
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3 RELATORIO
O relatdrio do ensaio deve incluir a seguinte informagio:
[dentificaciio completa do solo utilizado, incluindo:

— referéncia geogrifica do local (latitude, longitude);

— informagfio sobre a caracterizagiio histdrica do local (isto €, coberto vegetal, tratamentos com
produtos de protecciio das culturas agricolas, tratamentos com fertilizantes, contaminagSes acidentais,
etc.);

— uso do solo (por exemplo, solo agricola, floresta, etc.);

— profundidade de amostragem (cm);

— teor de areia/lama/argila (% peso seco);

— pH (em dgua);

— teor de carbono orgénico (% peso seco);

— teor de azoto (% peso seco);

— concentraciio inicial de nitratos (mg nitratos/kg peso seco);

— capacidade de permuta catiénica (mmol/kg);

— biomassa microbiana, em termos de percentagem de carbono organico total;
— referéncia dos métodos usados na determinagdo de cada parimetro;

— toda a informagio relacionada com a recolha e armazenamento das amostras de solo;

— pormenores sobre a pré-incubagio do solo, quando existir.
Substincia de ensaio:

— natureza fisica e, quando relevante, propriedades fisico-quimicas;

— dados de identificagdo quimica, sempre que relevantes, incluindo férmula estrutural, pureza (teor do
componente activo, em percentagem, no caso dos produtos de protecciio das culturas agricolas), teor
de azoto.

Substrato:

— origem do substrato;
— composigio (isto &, tarinha de luzerna, farinha de luzerna-erva-relva);
— teor de carbono e azoto (% peso seco);

— didmetro dos peneiros (mm).
Condigoes de ensaio:

— pormenores sobre a adigiio de substrato orginico ao solo;

— ndmero de concentragdes do produto quimico de ensaio que foram testadas e, quando adequado,
justificaciio das concentragdes de ensaio escolhidas;

— pormenores sobre a aplicacio da substincia de ensaio no solo;
— temperatura de incubagfo;
— teor de humidade do solo no inicio e durante o ensaio;

— método usado na incubagiio do solo (isto €, como amostra tnica ou como séries de subamostras
individualizadas);

— nidmero de repetigdes;
— tempos de amostragem;

— método usado para extrac¢io de nitratos do solo;
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Resultados:

— procedimento analitico e equipamento usado na andlise de nitratos;

— tabelas de resultados, incluindo valores individuais e valores médios para as medigdes de nitratos;
— variagio entre repetiches nas amostras tratadas e nas amostras de controlo;

— explicagiio das correcgdes efectuadas nos célculos, quando relevantes;

— a variagio percentual da taxa de formacio de nitratos em cada ponto de amostragem ou, quando
adequado, o valor de CEsg com um limite de confianca de 95%, outros valores de CE, (isto €, CEas
ou CEp), com os respectivos intervalos de confianga, e a representagdo grafica da curva de dose-
resposta;

— tratamento estatistico dos resultados;

— toda a informagio e observagoes tteis para a interpretacdo dos resultados.
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C.22. MICRORGANISMOS DO SOLO: ENSAIO DE TRANSFORMACAO DE CARBONO

METODO
O presente método de ensaio baseia-se na publicagio OCDE TG 217 (1999).

1.1 INTRODUCAO

O presente método de ensaio descreve um método laboratorial concebido para a investigacio dos potenciais
efeitos, a longo prazo, resultantes de uma (nica exposi¢do a produtos de protec¢do de culturas agricolas, e
possivelmente outras substincias quimicas, na capacidade de transformagfo do carbono pelos microrganismos
do solo. O ensaio baseia-se, fundamentalmente, nas recomendagdes da Organizacido Europeia e Mediterrinica
para a Protec¢iio das Plantas (1), embora tenham sido igualmente consideradas outras linhas de orientagfo,
nomeadamente as fornecidas pelas seguintes organizacGes: Biologische Bundesanstalt da Alemanha (2);
Agéncia de Protecgio do Ambiente dos EUA (3) e SETAC (4). As orientagOes respeitantes ao niimero e tipo de
solos a utilizar neste ensaio sfio as acordadas na reuniio de trabalho da OCDE sobre Seleccio de
Solos/Sedimentos que decorreu em Belgirate, Itdlia, em 1995 (5). As recomendagdes respeitantes a recolha,
manuseamento ¢ armazenamento de amostras de solos baseiam-se nas normas ISO 10381-6 (6) e nas
recomendacdes da reunido de Belgirate.

A determinagiio e avaliagiio das caracteristicas de toxicidade de determinadas substincias de ensaio poderio
requerer a determinagido dos seus efeitos sobre a actividade microbiana dos solos, por exemplo, quando se
pretende conhecer os potenciais efeitos secunddrios de produtos utilizados na protec¢io de culturas agricolas
sobre a microflora do solo ou quando se prevé a exposi¢io dos microrganismos do solo a outro tipo de
substincias quimicas. O ensaio de transformagfo de carbono aplica-se na determinagiio dos efeitos destes
produtos sobre a microflora do solo. No ensaio de produtos quimicos agricolas (por exemplo, produtos de
protecciio de culturas, fertilizantes, quimicos florestais) devem realizar-se os ensaios de transformaciio de
carbono e de transtormacio de azoto. Nos ensaios de produtos quimicos ndo-agricolas, considera-se suficiente a
realizacio do ensaio de transformacio de azoto, ressalvando-se os casos em que os valores de CEsy obtidos no
ensaio de transformaciio de azoto se encontrem dentro dos valores correspondentes aos inibidores de
nitrificagdo comerciais (por exemplo, nitrapirina), casos em que deve ser efectuado um ensaio de transformagio
de carbono no sentido de se obter informagio adicional.

Os solos sdo misturas complexas e heterogéneas de elementos vivos e nfo-vivos. Os microrganismos
desempenham um papel importante na decomposiciio e transtformagio da matéria orginica em solos férteis
através de processos complexos em que diversas espécies contribuem de forma distinta para cada um dos
factores que determinam a fertilidade do solo. Por este motivo, qualquer interferéncia a longo prazo nos
processos bioquimicos envolvidos constitui uma potencial interferéncia nos ciclos nutricionais, podendo vir a
afectar a fertilidade do solo. A transformaciio de carbono e de azoto ocorre em todos os solos férteis e, ainda
que as comunidades de microrganismos responsdveis por estes processos divirjam de solo para solo, as vias e
processos de transformagiio sio essencialmente os mesmos.

O Método de Ensaio aqui descrito foi desenvolvido com o objectivo de determinar os efeitos adversos a longo
prazo, de uma substincia, no processo de transformacgio de carbono em solos aerébios de superficie. O ensaio é
sensivel a alteragdes na dimensdo e actividade das comunidades microbianas responsidveis pela transformacio
do carbono, na medida em que sujeita essas comunidades simultaneamente a condicdes de stress quimico e de
privagdo de carbono. Utiliza-se um solo arenoso pobre em matéria orgdnica. O solo € tratado com a substincia
de ensaio e incubado em condiges tais que permitem um ripido metabolismo microbiano, e sob as quais as
fontes de carbono acessiveis no solo se esgotam rapidamente. O processo provoca o empobrecimento de
carbono, causando simultaneamente a morte das células microbianas e a inducido do estado de letargia ou
esporulagiio. Se o teste decorrer durante um periodo superior a 28 dias, o somatdrio destas reacgdes pode ser
medido em amostras de controlo (solo ndo tratado) como uma perda progressiva da biomassa microbiana
metabolicamente activa (7). Se a biomassa de um solo em stress por privagio de carbono, nas condigdes de
ensaio, ¢ afectada pela presenca de um produto quimico, a recuperagio do solo poderd nio se verificar até ao
mesmo nivel que o solo de controlo. Por este motivo, as perturbagGes causadas pela substincia de ensaio, em
qualquer momento do ensaio, mantém-se geralmente até ao final do mesmo.
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Os ensaios que serviram de base ao presente Método de Ensaio foram inicialmente desenvolvidos para
substincias relativamente 2s quais & possivel estimar a quantidade de substincia que atinge o solo. E o caso, por
exemplo, dos produtos utilizados para a protecgdo de culturas agricolas, uma vez que € conhecida a sua taxa de
aplicaciio nos campos. No caso de produtos quimicos agricolas, considera-se suficiente o ensaio de duas doses
relevantes, relativamente & taxa de aplicacfio estimada ou prevista. Os produtos quimicos agricolas podem ser
testados como ingredientes activos (i.a.) ou como formulagdes. A aplicagdo deste ensaio nido se limita, no
entanto, a produtos quimicos agricolas. Fazendo variar simultaneamente a quantidade de substiincia de ensaio
aplicada no solo e 0o método de avaliagio dos dados, o ensaio poderd ser igualmente utilizado em situagdes em
que niio € conhecida a quantidade de produto quimico que atinge o solo. Deste modo, para produtos quimicos
nao-agricolas, deverido determinar-se os efeitos de uma série de concentragdes sobre a transformagido de
carbono e utilizar-se os dados obtidos nesses ensaios para construir uma curva de dose-resposta, a partir da qual
se calculam os valores de CE, em que x corresponde a percentagem de efeito.

1.2 DEFINICOES

Transformacao de carbono: é a degradaciio da matéria orginica por microrganismos até formar um produto
final inorginico, o diéxido de carbono.

CE, (Concentracao Efectiva): é a concentraciio da substincia de ensaio no solo que resulta numa percentagem
x de inibi¢do da transformagdo de carbono em diéxido de carbono.

CEsp (Concentracao Média Efectiva): € a concentracdo da substincia de ensaio no solo que resulta em 50% de
inibi¢io da transformagdo de carbono em diéxido de carbono.

1.3 SUBSTANCIAS DE REFERENCIA
Nenhuma.
1.4 PRINCIPIO DO METODO DE ENSAIO

O solo peneirado ¢ tratado com a substincia de ensaio ou deixado por tratar (controlo). No ensaio de produtos
quimicos agricolas recomenda-se o teste de um minimo de duas concentragdes, que deverdo ser escolhidas
tendo em conta a maior concentragiio de substincia que se prevé que venha a ser aplicada no campo. Apos 0, 7,
14 e 28 dias de incubaciio, amostras do solo tratadas e de controlo sfio misturadas com glucose e a taxa de
respiracio induzida pela glucose é medida durante 12 horas consecutivas. As taxas de respiragio siio expressas
em termos de didéxido de carbono libertado (mg didéxido de carbono/kg solo seco/h) ou de oxigénio consumido
(mg oxigénio/kg solo/h). A taxa média de respiracdo nas amostras tratadas é comparada com a das respectivas
amostras de controlo e calcula-se a percentagem de desvio das amostras tratadas relativamente as de controlo.
Todos os ensaios tém uma duragdo minima de 28 dias. Se ao 28° dia as diferengas entre as amostras tratadas e
as amostras ndo tratadas forem iguais ou superiores a 25%, devem continuar a efectuar-se medic¢Oes, em
intervalos de 14 dias, até ao limite de 100 dias. Nos ensaios de produtos quimicos nfo-agricolas, adiciona-se
uma série de concentragdes da substincia de ensaio a amostras de solo e medem-se as taxas de respiraciio
induzida por glucose (isto ¢, a média das quantidades de diéxido de carbono formado ou de oxigénio
consumido) apds 28 dias. Os resultados dos ensaios com miiltiplas concentragdes sdo analisados através de um
modelo de regressiio, com base no qual se calculam os valores de CE, (isto é: CEsy, CEss ou CEy). Ver
definigdes.

1.5 VALIDADE DO ENSAIO

As andlises dos resultados dos ensaios com produtos quimicos agricolas baseiam-se em diferencas
relativamente pequenas (isto €, com um valor médio de £25%) entre as quantidades de didxido de carbono
libertado ou de oxigénio consumido nas (ou pelas) amostras de solo tratadas e nas (ou pelas) amostras de
controlo. Por este motivo, e uma vez que grandes variagdes entre as amostras de controlo podem conduzir a
resultados falsos, a variaciio entre repeti¢oes das amostras de controlo deve ser inferior a £15%.
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1.6 DESCRICAO DO METODO DE ENSAIO
1.6.1 Equipamento

Os recipientes utilizados durante o ensaio devem ser de materiais quimicamente inertes e ter uma capacidade
adequada ao método usado na incubagiio dos solos, isto €, a granel ou numa série de amostras de solo
individualizadas (ver seccdo 1.7.1.2). Devem tomar-se precaugdes no sentido de minimizar as perdas de dgua e
permitir trocas gasosas durante o ensaio (por exemplo, os recipientes de ensaio podem ser cobertos com folhas
de polietileno perfuradas). Para o ensaio de substiincias voldteis, devem ser usados recipientes seldveis e
estanques com dimensdes que permitam que aproximadamente um quarto do seu volume seja ocupado pela
amostra de solo.

Para a determinagfio da taxa de respiraciio induzida pela glucose, sfio necessdrios sistemas de incubagiio e
instrumentos para medir a produgio de diéxido de carbono ou o consumo de oxigénio. Na literatura encontram-
se exemplos destes sistemas e instrumentos (8) (9) (10) (11).

1.6.2 Seleccao e nimero de solos
No presente ensaio utiliza-se um tnico solo, cujas caracteristicas recomendadas sdo as seguintes:

— teor de areia: nio inferior a 50% e nio superior a 75%:;
— pH:5,5a7,5;
— teor de carbono orginico: 0,5 a 1,5%;:

— a biomassa microbiana deve ser medida (12)(13) e o seu teor de carbono deve corresponder, no
minimo, a 1% do carbono orginico total do solo.

Na maioria dos casos, um solo com estas caracteristicas representa a situaciio menos favoravel, uma vez que
nestas condigdes a adsor¢do da substincia quimica de ensaio € minima e a sua disponibilidade para a microflora
€ maxima. Por este motivo, a realizagiio de ensaios com outros solos é geralmente desnecessaria. Contudo, em
determinadas circunstincias, por exemplo, quando se prevé que a substincia de ensaio venha a ser
principalmente utilizada em solos especificos, tais como solos florestais acidicos, ou para produtos quimicos
com carga electrostdtica, poderd ser necessdrio utilizar um outro tipo de solo.

1.6.3 Recolha e armazenamento das amostras de solo
1.6.3.1 Recolha

Deve existir, e estar disponivel, informagido pormenorizada sobre a histéria do local donde foram recolhidas as
amostras de solo para o ensaio. A informagfio necessdria inclui a localizagfio exacta, o coberto vegetal, as datas
dos tratamentos com produtos utilizados para a protecgdo de culturas agricolas, dos tratamentos com
fertilizantes orgénicos e inorgénicos, das aplicacdes de materiais bioldgicos ou de contaminagdes acidentais.
Devera ser escolhido, para a recolha de solo, um local que permita o seu uso a longo prazo. Consideram-se
locais adequados: as pastagens permanentes, os campos com culturas anuais de cereais (a excepg¢ido de milho)
ou 0s campos densamente semeados para produciio de adubo verde. No local escolhido para a amostragem nio
devem ter sido aplicados produtos de proteccido de culturas agricolas, pelo menos, durante o Gltimo ano, nem
nenhum fertilizante orgénico, pelo menos, nos Ultimos seis meses. O uso de fertilizantes minerais apenas poderd
ser aceite quando em concordiancia com as necessidades das culturas agricolas e, nesse caso, a recolha de
amostras de solo niio deverd ser efectuada antes de passados trés meses apds a aplicagiio do fertilizante. Deve
ser evitado o uso de solos tratados com fertilizantes que tenham efeitos biocidas conhecidos (por exemplo,
cianamida de cdlcio).

Deve ser evitada a recolha de amostras durante, ou imediatamente apés, periodos longos (superiores a 30 dias)
de seca ou de exploragiio de dguas. Em solos lavrados, as amostras devem ser recolhidas a uma profundidade de
0 a 20 cm. Nas pastagens ou outros solos que nido sio lavrados durante periodos longos (pelo menos, uma época
de cultivo), a profundidade mixima de amostragem pode ser ligeiramente superior a 20 cm (por exemplo, até 25
cm). As amostras de solo devem ser transportadas em recipientes adequados e em condi¢des de temperatura que
garantam que as propriedades iniciais do solo nido sdo alteradas de forma significativa.
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1.6.3.2 Armazenamento

Sempre que possivel, é preferivel a utilizagio de amostras de solos recolhidas na altura. Nos casos em que o
armazenamento em laboratério niio possa ser evitado, os solos devem ser armazenados no escuro, a uma
temperatura de 412°C e por um periodo miximo de trés meses. Durante o armazenamento dos solos, devem ser
asseguradas condi¢Oes aerdbias. Se os solos forem recolhidos em zonas onde permanecem gelados por periodos
iguais ou superiores a trés meses por ano, poderd ser considerada a hipStese do seu armazenamento durante seis
meses 4 uma temperatura de 18°C negativos. A biomassa microbiana de solos armazenados é medida antes de
cada experiéncia e o teor de carbono na biomassa nio deverd ser inferior a 1% do teor total de carbono orginico
no solo (ver secgio 1.6.2).

1.6.4 Manuseamento e preparacao do solo para o ensaio
1.6.4.1 Pré-incubacdo

Se o solo esteve armazenado (ver secgiio 1.6.3.2), recomenda-se um periodo de pré-incubagiio de 2 a 28 dias. A
temperatura e a humidade do solo durante a pré-incubagiio e o ensaio devem ser idénticas as utilizadas durante o
ensaio (ver seccdes 1.6.4.2 e 1.7.1.3).

1.6.4.2 Caracteristicas fisico-quimicas

Os objectos de grandes dimensoes (por exemplo, pedras, pedacos de plantas, etc.) sdo removidos manualmente
do solo e a amostra é peneirada hiimida, evitando a dessecaciio excessiva, de forma a reduzir as particulas a uma
dimensio mdxima de 2 mm. O teor de humidade da amostra de solo deve ser ajustado com dgua destilada ou
desionizada para um valor entre 40% e 60% da sua capacidade maxima de retengio de dgua.

1.6.5 Preparacao da substancia de ensaio para aplicaciao no solo

A aplicagdo da substincia de ensaio no solo envolve, geralmente, a utilizagio de um excipiente (matriz de
transporte), que pode ser dgua (para substincias hidrossoliveis) ou um sélido inerte, como, por exemplo, areia
fina de quartzo (tamanho de particulas: 0,1 a 0,5 mm). A utilizagdo de outros excipientes liquidos (por exemplo,
solventes orginicos, como acetona, cloroférmio) deve ser evitada devido & possibilidade de virem a afectar a
microflora. Nos casos em que se use areia como excipiente, esta pode ser coberta com a substincia de ensaio
em solugiio ou suspensdo num solvente adequado. Nesses casos, o solvente deve ser removido por evaporagio
antes da mistura com o solo. De modo a optimizar a distribui¢fio da substéincia de ensaio no solo, recomenda-se
uma relagdo de 10 g de areia por quilograma de solo (peso seco). As amostras de controlo sdo tratadas com uma
quantidade equivalente de dgua ou de areia de quartzo (sem adicfio de substincia de ensaio).

Nos ensaios de produtos quimicos volateis importa, tanto quanto possivel, evitar perdas durante o tratamento e
procurar assegurar a homogeneidade da distribui¢io dos produtos no solo (por exemplo, as substincias de
ensaio devem ser injectadas em diferentes locais do solo).

1.6.6 Concentragoes de ensaio

Nos ensaios de produtos utilizados para protecgiio de culturas agricolas, ou outros produtos quimicos cujas
concentragdes ambientais possam ser previstas, devem ser usadas, pelo menos, duas concentragdes. A
concentragio inferior deve reflectir, no minimo, a quantidade mdxima que se espera que, na prdtica, venha a
atingir o solo, enquanto a concentragdo mais elevada deve ser um miltiplo da concentragdo inferior. As
concentragdes da substincia de ensaio adicionada ao solo sfio calculadas assumindo uma incorporagfio uniforme
até uma profundidade de 5 cm e uma densidade aparente do solo de 1,5. Para produtos quimicos agricolas que
sdo aplicados directamente no solo ou para compostos quimicos cuja quantidade que atinge o solo pode ser
prevista, as concentragdes recomendadas sfio a maxima concentragciio prevista no ambiente (“predicted
environmental concentration”, PEC) e cinco vezes o valor dessa concentragdo. Nos casos em que se prevé que
as substincias sejam aplicadas diversas vezes no solo durante uma mesma estagfio, devem ser etfectuados
ensaios a concentragdes correspondentes a multiplicagdo da PEC pelo ndmero médximo de aplicagdes previsto.
Contudo, a concentragio mixima de ensaio nfio deve exceder dez vezes a taxa midxima para uma Unica
aplicaciio.

Nos ensaios de produtos quimicos nio-agricolas deve ser usada uma série geométrica de, pelo menos, cinco
concentragdes. As concentragdes usadas devem cobrir a gama necessdria para os célculos dos valores de CE,



30.4.2004 Jornal Oficial da Unidio Europeia L 152/281

1.7 PROCEDIMENTO DO ENSAIO
1.7.1 Condicoes de Exposicao
1.7.1.1 Tratamento e Controlo

Nos ensaios de produtos quimicos agricolas, o solo € dividido em trés porgoes de igual peso. Duas por¢oes sido
misturadas com o excipiente contendo o produto e a terceira € misturada apenas com o excipiente (amostra de
controlo). Recomenda-se um minimo de trés repetigdes para ambos os solos, tratado e de controlo. Nos ensaios
de produtos quimicos ndo-agricolas, o solo € dividido em seis por¢des de igual peso. Cinco das amostras sdo
misturadas com o excipiente contendo o produto e a sexta é misturada com o excipiente nio activado.
Recomendam-se trés repetigdes para ambos os solos, tratado e de controlo. Devem ser tomadas precaugdes de
modo a assegurar uma distribuicio homogénea da substincia de ensaio nas amostras de solo tratadas. Durante a
mistura deve evitar-se a aglomeracio ou compactagiio do solo.

1.7.1.2 Incubacao das amostras de solo

A incubacfio das amostras de solo pode ser realizada de duas formas: usando cada um dos solos, tratado e de
controlo, como amostras (nicas, ou dividindo-os numa série de subamostras individualizadas e de igual peso.
Contudo, no caso de substiincias voldteis, os ensaios devem ser realizados obrigatoriamente na forma de séries
de subamostras individuais. Quando os solos sdo incubados como amostras Unicas, preparam-se grandes
quantidades de cada solo, tratado e de controlo, e vio-se retirando subamostras para andlise, conforme
necessirio, ao longo do ensaio. A quantidade de solo inicialmente preparada para cada tratamento e para cada
controlo depende do tamanho das subamostras a retirar durante o ensaio, do nimero de repeticOes a realizar e
do nimero mdximo de tempos de amostragem previsto. Os solos incubados como amostras tnicas devem ser
misturados vigorosamente antes de cada subamostragem. Quando os solos sido incubados como uma série de
amostras individualizadas, cada solo tratado e de controlo é inicialmente dividido no nimero de subamostras
pretendido e estas utilizadas conforme necessdrio. Nas experiéncias em que se prevéem mais de dois tempos de
amostragem, devem preparar-se subamostras em ndmero suficiente para todas as repeticoes de todas as
amostragens. Pelo menos, trés repeticdes do solo de ensaio devem ser incubadas em condi¢Ses aerdbias (ver
seccdo 1.7.1.1). Os recipientes utilizados durante todos os testes devem possuir um volume livre suficiente para
impedir o desenvolvimento de condi¢bes anaerdbias. Nos casos em que as substincias de ensaio siio volateis, o
ensaio s6 deve ser realizado com séries de subamostras individualizadas.

1.7.1.3 Condi¢oes e duragdo dos ensaios

O ensaio € realizado em cdmara escura a temperatura de 20+2°C. Durante o ensaio, o teor de humidade das
amostras de solo deve ser mantido entre 40% e 60% da capacidade mdxima de retenciio de dgua do solo (ver
sec¢do 1.6.4.2), com uma variagido médxima de +5%. Sempre que necessirio, pode adicionar-se dgua destilada
ou desionizada.

A duragio minima do ensaio é de 28 dias. Nos ensaios de produtos quimicos agricolas, comparam-se as
quantidades de diéxido de carbono libertado ou de oxigénio consumido entre as amostras tratadas e de controlo.
Se estes valores diferirem em mais de 25% apds o 28.° dia, o ensaio continua até que essa diferenga atinja um
valor igual ou inferior a 25% ou até ao 100° dia. Para compostos quimicos ndo-agricolas, o ensaio tem a duragio
de 28 dias. No 28.? dia, determinam-se as quantidades de didéxido de carbono libertado ou de oxigénio
consumido nas amostras de solo tratadas e de controlo e calculam-se os valores de CE,.

1.7.2 Amostragem e analise dos solos
1.7.2.1 Calenddrio de amostragem dos solos

Nos ensaios de produtos quimicos agricolas, analisam-se as taxas de respiragfio induzida pela glucose através
das quantidades de dioxido de carbono libertado ou de oxigénio consumido nas amostras de solo nos dias 0, 7,
14 e 28. Caso seja necessdrio prolongar o ensaio, apds o 28.¢ dia devem efectuar-se medi¢des com intervalos de
14 dias.

Nos ensaios de produtos quimicos nido-agricolas, testa-se um minimo de cinco concentracdes de ensaio e a
andlise da taxa de respiraciio induzida pelo glucose efectua-se no inicio do ensaio (dia 0) e no fim do periodo de
exposicio (28.2 dia). Nos casos em que tal se revele necessdrio, podem realizar-se medi¢ées intermédias - por
exemplo ao 7.7 dia. Os dados obtidos ao 28.7 dia sdo utilizados para determinar o valor de CE, para o produto
quimico. Se desejado, os dados obtidos para a amostra de controlo no dia 0 podem ser utilizados para indicar as
quantidades iniciais de biomassa microbiana metabolicamente activa no solo(12).
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1.7.2.2 Medida das taxas de respiracao induzida por glucose

Para cada repeti¢io de cada amostra de solo, tratada e de controlo, determina-se a taxa de respiracdo induzida
por glucose em cada tempo de amostragem. As amostras de solo sfio misturadas com uma quantidade de
glucose suficiente para provocar uma resposta miaxima de respiragiio imediata. A quantidade de glucose
necessdria para provocar a resposta maxima de respiragio de um dado solo pode ser determinada através de um
teste preliminar usando uma série de concentragdes de glucose (14). Contudo, para solos arenosos com 0,5 a
1,5% de carbono organico, 2000 a 4000 mg de glucose por kg de solo (peso seco) sdo, em geral, suficientes. A
glucose pode ser pulverizada com areia limpa de quartzo [10 g areia/kg de solo (peso seco)| e misturada com o
solo de forma homogénea.

As amostras de solo adicionadas de glucose sdo incubadas num aparelho adequado para a determinagiio de taxas
de respiraciio, em regime continuo, de hora a hora ou de duas em duas horas (ver sec¢iio 1.6.1) a 20£2°C. O
diéxido de carbono libertado, ou o oxigénio consumido, ¢ medido durante 12 horas consecutivas e as medi¢cdes
devem iniciar-se logo que possivel, isto €, 1 ou 2 horas apds o suplemento de glucose. A partir dos dados
obtidos, determinam-se as quantidades totais de didxido de carbono libertado, ou de oxigénio consumido,
durante as 12 horas, assim como as taxas médias de respiragio.

2 DADOS
2.1 TRATAMENTO DE RESULTADOS

Nos ensaios efectuados com produtos quimicos agricolas, regista-se a quantidade de didxido de carbono
libertado, ou de oxigénio consumido, em cada repetigdo de cada amostra de solo e os valores médios do
conjunto de repeticdes devem ser apresentados numa tabela. Os resultados devem ser avaliados usando métodos
estatisticos usuais e adequados (por exemplo, Teste-F, nivel de significincia de 5%). As taxas de respiragio
induzida pela glucose expressam-se em mg diéxido de carbono/kg solo (peso seco)/h ou mg oxigénio/kg solo
(peso seco)/h. A taxa média de formacdo de dioxido de carbono, ou a taxa média de consumo de oxigénio, em
cada tratamento € comparada com a da amostra de controlo, calculando-se o desvio, em percentagem, da
amostra de teste relativamente ao controlo.

Nos ensaios efectuados com produtos quimicos nfio-agricolas, determinam-se as quantidades de didxido de
carbono libertado, ou de oxigénio consumido, em cada repeticiio e traga-se uma curva de dose-resposta para
estimar os valores de CE,. As taxas de respiragiio induzida pela glucose (isto €, mg diéxido de carbono/kg solo
(peso seco)/h ou mg oxigénio/kg solo (peso seco)/h) obtidas para as amostras tratadas apds 28 dias sio
comparadas com as obtidas para as amostras de controlo. A partir destes resultados, calculam-se os valores
percentuais de inibicio para cada concentragfio de ensaio. As percentagens obtidas sio representadas num
grafico em fungiio da concentracio e, usando procedimentos estatisticos, determinam-se os valores de CE,. Os
limites de confianga (p = 0,95) para os valores de CE, calculados sfio igualmente determinados usando
meétodos-padrdo (15)(16)(17).

2.2 INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

Quando, na avaliacio dos resultados dos ensaios com produtos quimicos agricolas, a diferenga entre as taxas de
respiraciio entre o tratamento com a menor concentragdo (isto €, correspondente & mdaxima concentracio
prevista para a situagfio real) e a respectiva amostra de controlo for igual ou inferior a 25% em qualquer
amostragem efectuada apds o 28.° dia, o produto pode ser considerado como nio tendo influéncia a longo prazo
na transformagfiio de carbono dos solos. Para ensaios envolvendo produtos quimicos nfio-agricolas, os valores
CEsgy, CEa5 ou CE |y sdo utilizados como indicadores.
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3 RELATORIO
RELATORIO DO ENSAIO
O relatorio do ensaio deve incluir a seguinte informacao:
[dentificacio completa do solo utilizado, incluindo:

— referéncia geogrifica do local (latitude, longitude);

— informagédo sobre a caracterizacdo histdrica do local (isto é, coberto vegetal, tratamentos com
produtos de proteccio das culturas agricolas, tratamentos com fertilizantes, contaminagoes acidentais,
etc.);

— uso do solo (por exemplo, solo agricola, floresta, etc.);

— profundidade de amostragem (cm);

— teor de areia/lama/argila (% peso seco);

— pH (em dgua);

— teor de carbono orgénico (% peso seco);

— teor de azoto (% peso seco);

— capacidade de permuta catiénica (mmol/kg);

— biomassa microbiana inicial, em termos de percentagem de carbono orgénico total;
— referéncia dos métodos usados na determinagiio de cada parimetro;

— toda a informacgfo relacionada com a recolha e armazenamento das amostras de solo;

— pormenores sobre a pré-incubagio do solo, quando exista.
Substincia de ensaio:

— natureza fisica e, quando relevante, propriedades fisico-quimicas;

— dados de identificaciio quimica, sempre que relevantes, incluindo térmula estrutural, pureza (teor do
componente activo, em percentagem, no caso dos produtos de protecgdo de culturas agricolas), teor
de azoto.

Condigoes de ensaio:

— pormenores sobre a correcgiio do solo com substrato orgénico;

— nimero de concentragdes do produto quimico de ensaio que foram testadas e, quando adequado,
justificagiio das concentragdes de ensaio escolhidas;

— pormenores sobre a aplicaciio da substéncia de ensaio no solo;
— temperatura de incubagio;
— teor de humidade do solo no inicio e durante o ensaio;

— método usado na incubagdo do solo (isto €, como amostra tnica ou como séries de subamostras
individualizadas);

— nimero de repeti¢des;

— tempos de amostragem;
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Resultados:

— método e equipamento usado para a medicio das taxas de respiragio;

— tabelas de resultados, incluindo valores individuais e valores médios para as quantidades de diéxido
de carbono ou oxigénio;

— variagfio entre repeticOes nas amostras tratadas e nas amostras de controlo;
— explicagiio das correcgdes efectuadas nos célculos, quando relevantes;

— a variagio percentual da taxa de respiragiio induzida pela glucose em cada ponto de amostragem ou,
quando adequado, o valor de CE5y com um limite de confianca de 95%, ou outros valores de CEy
(isto €, CE»s ou CEj), com os respectivos intervalos de confianga, e a representagiio grafica da curva
de dose-resposta;

— tratamento estatistico dos resultados, quando apropriado;

— toda a informagio e observagoes tteis para a interpretacdo dos resultados.
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C.23. TRANSFORMACOES AEROBIAS E ANAEROBIAS NO SOLO

1. METODO

O presente método baseia-se na publicacio OECD TG 307 (2002).

1.1 INTRODUCAO

O presente Método de Ensaio baseia-se nas orientagdes existentes (1)(2)(3)(4)(5)(6)(THEN9). O método descrito
no presente Método de Ensaio foi concebido para avaliar as transtormagdes aerdbias e anaerdbias de produtos
quimicos no solo. As experiéncias a realizar ttm como objectivo a determinagdo (i) da taxa de transformagio da
substincia de ensaio e (ii) da natureza e taxas de formacfo e degradacio de produtos de transformagio a que as
plantas e organismos do solo possam ser expostos. Os estudos descritos neste Método de Ensaio sdo requeridos
quer para produtos quimicos directamente aplicados no solo quer para substéincias que o possam vir a atingir. Os
resultados dos presentes estudos laboratoriais poderfio igualmente vir a ser utilizados para o desenvolvimento de
protocolos de amostragem e andlise em areas de estudo relacionadas.

Para a avaliagdo das vias de transformagiio, é geralmente suficiente a realizagdo de estudos aerdbios e anaerdbios
com um lnico tipo de solo (8)(10)(11). Pelo contririo, a determinaciio das taxas de transformaciio deverd basear-se
em andlises efectuadas em, pelo menos, mais trés solos diferentes (8)(10).

O nimero e tipos de solos que devem ser utilizados no presente ensaio foram acordados numa reunifio de trabalho
da OCDE sobre selecciio de solos e sedimentos, que decorreu em Belgirate, Itdlia, em 1995 (10). Os tipos de solos
a ensaiar devem ser representativos das condi¢Ses ambientais onde a substincia de ensaio vird a ser utilizada ou
libertada no ambiente. Por exemplo, os produtos quimicos que podem vir a ser libertados em climas subtropicais a
tropicais devem ser ensaiados com Ferrasoles ou Nitosoles (sistema FAO). Da referida reunifio safram igualmente
recomendagdes relativas a recolha, manipulagiio e armazenamento das amostras de solos, tendo como base a
Orientagio ISO (15). No presente método considera-se igualmente a utilizagio de solos de arrozais paddy.

1.2 DEFINICOES

Substincia de ensaio: Qualquer substincia, quer se trate do composto inicial ou de produtos de transformaciio
relevantes.

Produtos de transformacio: Todas as substincias resultantes de reacc¢des de transformacio bidticas ou abidticas
da substincia de ensaio, incluindo CO- e produtos presentes nos residuos ligados.

Residuos ligados: Os “residuos ligados” representam compostos presentes no solo, planta ou animal, que, apds
extraccilo, persistam na matriz, quer na forma da substincia inicial quer como um dos seus metabolitos/produtos de
transformagido. O método de extrac¢io nio poderd alterar substancialmente nem os proprios compostos nem a
estrutura da matriz. A natureza da ligaciio poderd ser parcialmente determinada utilizando métodos extractivos que
alterem a matriz e através de técnicas analiticas sofisticadas. Tém sido identificadas deste modo, por exemplo,
ligagdes do tipo covalente, iénico e de absorc¢iio/adsorcfio, assim como encapsulagiio. De um modo geral, a
formacio de residuos ligados reduz significativamente a bioacessibilidade e a bio-disponibilidade das substincias
(12) [adaptado de IUPAC 1984 (13)].

Transformacao aerdbia: Reacgdes que ocorrem na presenca de oxigénio molecular (14).
Transformacao anaeréobia: Reacgdes que ocorrem na auséncia de oxigénio molecular (14).

Solo: Mistura de componentes abidticos (constituintes quimicos minerais e orginicos, em que os Gltimos incluem
compostos com elevado contelido de carbono e azoto e de peso molecular elevado) e bidticos (pequenos
organismos vivos, maioritariamente microrganismos). O solo pode ser manuseado em dois estados distintos:

(a) ndo perturbado, tal como se desenvolveu ao longo do tempo, em camadas caracteristicas de varios tipos de
solos;

(b) perturbado, tal como é normalmente encontrado em campos ardveis ou como se apresenta quando a recolha de
amostras para utilizagiio no presente método de ensaio € feita por escavagio (14).
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Mineralizacao: Degradaciio completa de um composto orginico em CO» e H>O, em condi¢cdes aerdbias, ou em
CH,, CO; e H,O em condices anaerébias. No contexto do presente método de ensaio, quando se utiliza um
composto marcado com "C, o termo mineralizaciio refere-se & sua degradaciio extensa, envolvendo a oxidagiio de
um dtomo de carbono marcado e a libertagiio da quantidade correspondente de O, (14).

Semi-vida: tgs, € o tempo necessirio para a transformagio de 50% da substincia de ensaio, nos casos em que a
transformagio pode ser descrita por uma cinética de primeira ordem. A semi-vida da substincia é independente da
sua concentragiio.

DTs) (Tempo de Desaparecimento 50): Tempo necessirio para reduzir a concentragio da substincia de ensaio
em 50%: nos casos em que a transformagfio nflo segue uma cinética de primeira ordem, o valor de DT, € diferente
de to s ( semi-vida).

DT7; (Tempo de Desaparecimento 75): Tempo necessdrio para reduzir a concentragio da substincia de ensaio
em 75%.

DTy (Tempo de Desaparecimento 90): Tempo necessirio para reduzir a concentragio da substincia de ensaio
em 90%.

1.3 SUBSTANCIAS DE REFERENCIA

A caracterizagiio e/ou identificaciio dos produtos de transformaciio através de métodos espectroscépicos e
cromatogrificos deverd envolver a utilizacfio de substincias de referéncia.

1.4 APLICABILIDADE DO ENSAIO

O método € aplicdvel a todas as substincias quimicas (nfio marcadas ou marcadas radioactivamente) para as quais
se encontre disponivel um método analitico suficientemente sensivel e preciso. E aplicdvel a compostos
ligeiramente voldteis, ndo voldteis, soliveis ou insoliveis em dgua. O ensaio ndo deve ser aplicado a compostos
quimicos muito voldteis a partir do solo (por exemplo, fumigantes, solventes orginicos) ji que estes, nas condi¢des
experimentais descritas, ndo podem ser mantidos no solo.

1.5 INFORMACAO SOBRE A SUBSTANCIA DE ENSAIO

Enquanto para a medi¢fio da taxa de transformacfo poderiio ser utilizadas substincias de ensaio marcadas ou nao

marcadas, para o estudo da via de transformagdo e para o estabelecimento do balanco de massa € necessdria a
.y ~ ~ z 14 oy ~ -,

utilizagiio de compostos marcados. A marcacio recomendada € com ~C, embora a utilizagiio de outros isétopos,
. 13~ 15y 3 32 : . ~ . p

tais como “C, "N, "H e P, possa igualmente revelar-se ttil. A marcacfio deve ser feita, tanto quanto possivel,

. . . > 1 ~ .
na(s) zona(s) mais estdvel(eis) da molécula’. A pureza da substincia de ensaio deve ser de, pelo menos, 95 %.

Antes de efectuar um ensaio sobre transformagio aerdbia ou anaerdbia no solo, deve estar disponivel a seguinte
informagio sobre a substincia de ensaio:

(a) solubilidade em dgua (Método A.6)

(b) solubilidade em solventes orginicos;

(c) pressio de vapor (Método A.4) e constante da lei de Henry:

(d) coeficiente de particiio n-octanol/agua (Método A.8);

(e) estabilidade quimica no escuro (hidrélise) (Método C.7);

(f) pK. se a molécula puder sofrer protonagio ou desprotonacio | Norma de Ensaio 112 da OCDE| (16).

Poderio ser iteis outras informagdes como, por exemplo, a existéncia de dados relativos a toxicidade da substincia
de ensaio para 0s microrganismos do solo [Métodos de Ensaio C.21 e C.22] (16).

Deverfo estar disponiveis métodos analiticos (incluindo métodos de extracgfio e erradicacfio) que permitam a
quantificacio e identificacdo tanto da substincia de ensaio como dos seus produtos de transformagcio.

Por exemplo, se a estrutura da substincia de ensaio inclui um anel, este deverd ser marcado; no caso de a substiincia de
ensaio possuir dois ou mais anéis, poderd ser necessdrio efectuar estudos independentes de modo a avaliar o destino de
cada um dos anéis marcados e obter informacfio adequada sobre a formagéo dos produtos de transformacio.
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1.6 PRINCIPIO DO METODO DE ENSAIO

As amostras de solo sdo tratadas com a substincia de ensaio e incubadas no escuro em baldes biométricos ou em
sistemas de fluxo em condigdes laboratoriais controladas (com temperatura e humidade do solo constantes). A
intervalos de tempo adequados, extraem-se amostras de solo que sfo analisadas relativamente & substincia inicial e
aos seus produtos de transformagio. Os produtos voldteis sio igualmente recolhidos para andlise utilizando
dispositivos de absorgio adequados. A utilizagdo de material marcado com e permite a determinaciio das vdrias
taxas de mineralizagio da substiincia de ensaio através da recolha do 14COg libertado e o estabelecimento de um
balang¢o de massa que inclui a formacio de residuos ligados ao solo.

1.7 CRITERIOS DE QUALIDADE
1.7.1 Recuperacao

A extracgiio e andlise de amostras de solo, pelo menos em duplicado imediatamente apds a adi¢io da substincia de
ensaio, fornece uma primeira indicagdo relativa a repetitividade do método analitico e a uniformidade do
procedimento de aplicagdo da substincia de ensaio. Os valores de recuperagio em fases mais adiantadas das
experiéncias sfio obtidos através dos respectivos balangos de massa. Os valores de recuperaciio devem variar entre
90% e 110% no caso de produtos quimicos marcados (8) e entre 70% e 110% no caso de produtos quimicos nio
marcados (3).

1.7.2 Repetitividade e sensibilidade do método analitico

A repetitividade do método analitico (com excepgio da eficiéncia de extrac¢iio inicial) na quantificacio da
substincia de ensaio e dos produtos de transformacgio pode ser verificada pela andlise em duplicado do mesmo
extracto de solo, apds incubagiio durante o tempo suficiente para que ocorra a formagio de produtos de
transformacfo.

O limite de detecgiio (LLD) do método analitico, tanto para a substincia de ensaio como para os produtos de
transformacio, deve corresponder, no minimo, ao menor dos seguintes valores: 0,01 mg-kg'I de solo (como
substincia de ensaio) ou 1% da dose aplicada. Deve ser igualmente especificado o limite de quantificacdo (LQ).

1.7.3 Precisao dos dados de transformacao
A andlise de regressio das concentragdes da substincia de ensaio em fungiio do tempo fornece informagio

apropriada sobre a fiabilidade da curva de transformaciio e permite o cdlculo dos limites de confianga para as
semi-vidas (no caso de cinética de pseudoprimeira ordem) ou os valores de DTsg e, se adequado, os valores de

DT75 ede DTL)(].
1.8 DESCRICAO DO METODO DE ENSAIO
1.8.1 Equipamento e reagentes quimicos

Os sistemas de incubagfio consistern em sistemas estaticos fechados ou em sistemas de fluxo adequados (7)(17),
dos quais se representam exemplos nas figuras 1 (aparelho adequado para a incubacdo de solos em sistema de
fluxo) e 2 (balio biométrico). Ambos os tipos de sistemas de incubagio apresentam vantagens e limitagdes (7)(17).

Para além do material corrente de laboratorio, € necessdrio o seguinte:

— Instrumentos analiticos, tais como equipamento de GLC, HPLC, TLC, incluindo os sistemas de detec¢iio
apropriados para a andlise de substincias marcadas radioactivamente ou niio marcadas ou o método de
dilui¢do inversa de is6topos;

— Instrumentos para fins de identificac¢io (por exemplo, MS, GC-MS, HPLC-MS, NMR, etc.);

— Contador de cintilagdes;

— Céamara de combustio oxidante para combustio do material radioactivo;

— Centrifuga;

— Aparelhos de extracgdo (por exemplo, tubos de centrifuga para extracgido a frio e aparelho de Soxhlet para
extracc¢io continua em refluxo);
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— Instrumentagfio para concentragiio de solugdes e extractos (por exemplo, evaporador rotativo);
— Banho de dgua;
— Dispositivo para mistura mecénica (por exemplo, miquina de amassar, misturador rotativo).

Os reagentes quimicos a utilizar incluem, por exemplo:

— NaOH, qualidade analitica, 2 mol - dm'3, ou outra base adequada (por exemplo, KOH, etanolamina);
— H,S0,, qualidade analitica, 0,05 mol - dm'S:,

— Etilenoglicol, qualidade analitica;

— Materiais sélidos de adsorgio, tais como cal de soda e pastilhas de poliuretano;

— Solventes orginicos, qualidade analitica, tais como acetona, metanol, etc.;

— Liquido de cintilagdo.

1.8.2 Aplicacao da substiancia de ensaio

Com vista a sua adi¢do e distribui¢do no solo, a substincia de ensaio pode ser dissolvida em dgua (desionizada ou
destilada) ou, quando necessdrio, em quantidades minimas de acetona ou de outros solventes orginicos (6) em que
a substincia de ensaio seja suficientemente soliivel e estavel. Neste caso, a quantidade do solvente seleccionado
nao deverd ter uma influéncia significativa na actividade microbiana do solo (ver sec¢bes 1.5 e 1.9.2-1.9.3).
Devera igualmente evitar-se a utilizagiio de solventes que inibam a actividade microbiana, tais como clorotérmio,
diclorometano e outros solventes halogenados.

A substéncia de ensaio pode também ser adicionada na forma sélida, por exemplo, misturada com areia de quartzo
(6) ou com uma pequena sub-amostra do solo a ensaiar que tenha sido previamente seca ao ar e esterilizada. Neste
caso, se a substincia de ensaio foi adicionada utilizando um solvente, dever-se-d permitir a evaporagiio deste antes
da adi¢do da subamostra contendo a substincia de ensaio & amostra original, ndo-estéril, de solo.

No caso de produtos quimicos de ocorréncia comum, cuja via principal de entrada no solo € através de lamas de
esgotos ou actividades agricolas, a substincia de ensaio deverd ser adicionada as lamas que sdo em seguida
introduzidas na amostra de solo (ver sec¢des 1.9.2 e 1.9.3).

Embora a utilizagfio sistemdtica de produtos formulados nio seja recomendada, em algumas situagdes, como por
exemplo, no caso de substincias de ensaio pouco soliveis, a utilizacio deste tipo de produtos pode constituir uma
alternativa apropriada.

1.8.3 Solos
1.8.3.1 Selecc¢ao de solos

Para a determinagiio da via de transtormaciio, poderd utilizar-se um solo representativo. Nestes casos, recomenda-
se a escolha de um solo areno-limoso, franco-limoso, limoso ou limo-arenoso |de acordo com a classificagfio da
FAO e da USDA (18)] com um pH entre 5,5-8,0, um contetido de carbono orgénico entre 0,5-2,5% e uma
biomassa microbiana de, pelo menos, 1% do carbono orgénico total (10).

Para estudos de taxas de transformaciio, devem utilizar-se pelo menos mais trés solos, que deveriio ser
representativos de uma gama de solos relevante e cujo teor em carbono orginico, pH, argila e biomassa microbiana
deverd variar (10).

Todos os solos deverdo ser caracterizados, pelo menos, em relacdo a sua textura (% de areia, % de silte, % de
argila) [de acordo com a classificagio da FAO e da USDA (18)|, pH, capacidade de troca catidnica, carbono
orginico, densidade aparente, caracteristicas de retencido de ﬂguuz e biomassa microbiana (apenas no caso de
estudos aerdbios); no entanto, a disponibilidade de outras informagdes relativas as propriedades do solo poderd ser
ltil para a interpretagfio dos resultados. Com vista & determinacfio das caracteristicas do solo, podem ser utilizados
os métodos recomendados nas referéncias (19)(20)(21)(22)(23). A biomassa microbiana deverd ser determinada
pelo método da respiraciio induzida pelo substrato (SIR) (25)(26) ou por métodos alternativos (20).

As caracteristicas de retencido de dgua de um solo podem ser medidas como capacidade de campo, capacidade de retengio de
dgua ou tensdo de sucgfio de dgua (pF). Consultar o Anexo 1 para mais pormenores. No relatdrio deverd referir-se se as
caracteristicas de retencdo de dgua e densidade aparente dos solos foram determinadas em amostras de campo nio
perturbadas ou em amostras perturbadas (processadas).
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1.832 Recolha, manuseamento e armazenamento de solos

Deve estar disponivel informagfio pormenorizada sobre a histéria do local de recolha do solo a ensaiar, que inclua:
a localizagido exacta, o coberto vegetal, o eventual tratamento com produtos quimicos, fertilizantes orginicos e
inorgénicos, a adicdo de matéria bioldgica ou outras contaminagdes. No caso de terem sido tratados com a
substincia de ensaio ou seus andlogos estruturais nos quatro anos imediatamente anteriores, os solos ndo devem
ser utilizados para estudos de transformacio (10)(15).

A amostra de solo deverd ter sido recolhida recentemente (do horizonte A ou até 20 cm da camada superior) e o
seu contelido de dgua deverd ser tal que facilite a crivagem. Para outros solos que nfio os provenientes de arrozais
paddy, deve evitar-se a amostragem durante ou imediatamente apds longos periodos (> 30 dias) de seca, gelo ou
mundagfio (14). Na medida do possivel, as amostras devem ser transportadas de modo a minimizar alteragdes no
contetido de dgua do solo e devem ser mantidas no escuro, em condi¢cdes de boa ventilagio. Para este fim, &
geralmente adequada a utilizagédo de sacos de polietileno fechados frouxamente.

Ap6s a recolha, o solo deverd ser processado tio depressa quanto possivel. Apds a remogido da vegetacio, fauna
macroscépica e pedras, o solo € passado através de um peneiro de 2 mm, que remove as pequenas pedras e restos
da fauna e plantas. Antes da crivagem, devem evitar-se a secagem e o esmagamento extensivos do solo (15).

Nos casos em que a recolha das amostras € dificil durante o Inverno (solo congelado ou coberto de camadas de
neve), a amostragem poderd ser feita a partir de um lote de solo armazenado numa estufa e coberto por vegetacio
(por exemplo, erva ou misturas de erva e trevo). Embora haja uma acentuada preferéncia por estudos efectuados
com solos recolhidos na altura, nos casos em que o solo recolhido e processado tenha de ser armazenado antes do
inicio do estudo, as condi¢des de armazenamento devem ser adequadas e de curta duragiio (4 £ 2°C durante trés
meses, no miximo) de modo a manter a actividade microbiana®. Nas referéncias (BY10)(15)(26)(27) podem
encontrar-se instrugdes pormenorizadas sobre a recolha, o manuseamento e o armazenamento de solos para
utilizagiio em experiéncias de biotransformacio.

Antes da utilizagio do solo processado para o presente ensaio, este deve ser pré-incubado de modo a permitir a
germinacdo e remogio das sementes e o restabelecimento do equilibrio do metabolismo microbiano apds a
passagem de condigdes de amostragem ou armazenamento para condigdes de incubagdo. De modo a aproximar as
condi¢des de temperatura ¢ humidade daquelas que serfio utilizadas no ensaio, a pré-incubagio durante um perfodo
de 2 a 28 dias) é geralmente adequada (15). No total, os periodos de armazenamento e pré-incubagio ndo devem
exceder trés meses.

1.9 PROCEDIMENTO DO ENSAIO
1.9.1 Condicoes do ensaio:
1.9.1.1 Temperatura de ensaio

Ao longo de todo o perfodo do ensaio, os solos devem ser incubados no escuro e a uma temperatura constante e
representativa das condigdes climdticas onde ocorrera o uso ou libertagfio da substincia. Relativamente a todas as
substincias de ensaio que possam vir a atingir o solo em climas temperados, a temperatura recomendada é de 20 +
2 °C. A temperatura deve ser monitorizada.

No caso de produtos quimicos aplicados ou libertados em climas mais frios (por exemplo, em paises do Norte,
durante o Outono ou o Inverno), devem ser incubadas amostras de solo adicionais a uma temperatura inferior (por
exemplo, 10 +2 °C).

Resultados de investigagOes recentes indicam que solos provenientes de zonas temperadas podem igualmente ser
armazenados a —20°C durante periodos superiores a trés meses (28)(29) sem se registarem perdas significativas de actividade
microbiana.
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1.9.1.2 Teor de humidade

No caso de ensaios de transformagfio em condigbes aerdbias, o teor de humidade do solo? deve ser ajustado e
mantido a um valor de pF entre 2,0 e 2,5 (3). O teor de humidade do solo é expresso em massa de dgua por massa
de solo seco e deve ser controlado regularmente (por exemplo, de 2 em 2 semanas) por pesagem dos baldes de
incubagiio, devendo as perdas de dgua ser compensadas por adi¢io de dgua (de preferéncia, dgua da torneira
esterilizada por filtragdo). Durante a adicdo de dgua devem tomar-se precaugdes com vista a evitar ou minimizar
perdas da substincia de ensaio e/ou dos produtos de transformagéio por volatilizagio e/ou fotodegradagio (caso
ocorra).

No caso de ensaios de transformagio em condigGes anaerdbias ou de solos paddy, o solo € saturado com dgua por
inundagio.

1.9.1.3 Condigoes de incubagdo aerobia

No caso de sistemas de fluxo, as condigGes aerdbias serdo mantidas através de ciclos de lavagem ou por ventilagdo
continua com ar humidificado. No caso de baldes biométricos, a permuta de ar € mantida por difusdo.

1.9.1.4 Condi¢oes aerobias estéreis

Com vista a obtenciio de informagdes relativas a relevancia da transformacio abidtica de uma substincia de ensaio,
as amostras de solo podem ser esterilizadas (para informagdes sobre métodos de esterilizagdo, consultar as
referéncias 16 e 29), tratadas com a substincia de ensaio estéril (por exemplo, por adiciio da solugio através de um
filtro estéril) e arejadas com ar humidificado estéril, tal como descrito na sec¢do 1.9.1.3. No caso de solos paddy,
tanto o solo como a dgua devem ser esterilizados e a incubacfio deve ser efectuada tal como descrito na secgiio
1.9.1.6.

1.9.1.5 Condi¢oes de incubagdo anaerdbia

De modo a estabelecer e manter condi¢cdes anaerdbias, o solo tratado com a substincia de ensaio € inicialmente
incubado em condi¢des aerdbias durante 30 dias, uma semi-vida ou DTsq (escolher a opgfio mais curta), apds o que
¢é coberto de dgua (camada de dgua de 1-3 cm) e o sistema de incubagio lavado com um gds inerte (por exemplo,
azoto ou ;irgon)s. O sistema de ensaio deve permitir a realizaciio de medigdes de pH, concentraciio de oxigénio e
potencial redox, e incluir dispositivos de retengido de produtos voliteis. O sistema de baldes biométricos deve ser
fechado de modo a evitar a entrada de ar por difusio.

1.9.1.6 Condi¢oes de incubagdo paddy

De modo a estudar a transformagdo em solos de arrozais paddy, o solo é coberto com uma camada de dgua de 1-5
cm e a substincia de ensaio € aplicada na fase aquosa (9). A profundidade minima do solo recomendada € de 5 cm.
O sistema € ventilado com ar, tal como descrito para as condigdes aerébias. Os valores de pH, concentragiio de
oxigénio e potencial redox da camada aquosa devem ser monitorizados e incluidos no relatério. O inicio dos
estudos de transformaciio deve ser precedido de um perfodo de pré-incubacgiio de, pelo menos, duas semanas (ver
secgio 1.8.3.2).

4

O solo nio deve estar nem demasiado molhado nem demasiado seco de modo a manter uma ventilagio e alimentacio
adequadas da microflora. Os teores de humidade recomendados para um crescimento microbiano éptimo variam entre 40% e
60% da capacidade de retengiio de dgua (WHC) e entre 0,1 e 0,33 bar (6). Este tltimo intervalo é equivalente a uma gama de
pF entre 2,0 e 2,5. No Anexo 2 apresentam-se os teores de humidade tipicos para vdrios tipos de solos.

As condigbes aerdbias sdo as que predominam em solos superficiais e mesmo em solos subsuperficiais, tal como foi
demonstrado num projecto de investigagiio financiado pela UE [K. Takagi et al. (1992). Microbial diversity and activity in
subsoils: Methods, field site, seasonal variation in subsoil temperatures and oxygen contents. Proc. Internat. Symp.
Environm. Aspects Pesticides Microbiol., 270-277, 17-21 August 1992, Sigtuna, Sweden|. A ocorréncia de condi¢Ges
anaerobias € ocasional, verificando-se apenas durante a inundacgiio dos solos apds precipitagdo intensa ou quando sido
estabelecidas condigdes paddy (em arrozais).
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1.9.1.7 Duracdo do ensaio

Os estudos de taxa e via de transformacdo nio devem normalmente exceder 120 dias® (3)(6)(8), pois apos este
periodo € de esperar uma diminuigdo da actividade microbiana do solo num sistema laboratorial artificial e isolado
dos sistemas naturais de reposi¢iio de nutrientes. Sempre que seja necessirio caracterizar o desaparecimento da
substincia de ensaio e a formagido e desaparecimento dos principais produtos de transformagiio, os estudos poderio
ser prolongados (por exemplo, 6 ou 12 meses) (8). O prolongamento do ensaio deverd ser justificado no relatério
de ensaio e acompanhado de medigoes de biomassa realizadas durante e no final desses periodos.

1.9.2 Principio do ensaio

Em cada baldo de incubagiio (ver Figuras |1 e 2 do Anexo 3) coloca-se cerca de 50g a 200 g de solo (peso seco),
que ¢ tratado com a substincia de ensaio utilizando um dos métodos descritos na secgio 1.8.2. Caso se utilizem
solventes orginicos para a aplicagiio da substincia de ensaio, estes devem ser removidos do solo por evaporagio.
O solo deverd ser muito bem mexido, utilizando uma espatula e/ou por agitacio do balio. Se o ensaio for
conduzido em condigGes de arrozal paddy, o solo e a dgua devem ser muito bem misturados apds a aplicacdo da
substincia de ensaio. De modo a verificar a uniformidade da distribuicfio da substincia de ensaio, esta deverd ser
analisada em pequenas aliquotas (por exemplo, 1 g) dos solos tratados. Em alternativa, poderd ser utilizado um
outro método, que se descreverd mais a frente.

A taxa de tratamento deverd corresponder & maior taxa de aplicagiio de um produto de protecciio de culturas que é
recomendada nas instru¢cdes de utilizagio e a uma incorporagio uniforme até uma profundidade adequada no
campo (por exemplo, camada superficial de 10 cm de solo”). Por exemplo, para produtos quimicos aplicados na
folhagem ou no solo sem incorporagiio, a profundidade apropriada para o cdlculo de quantidade de produto
quimico a adicionar a cada baldo € de 2,5 cm. No caso de produtos quimicos incorporados no solo, a profundidade
apropriada é a profundidade de incorporagiio especificada nas instrugdes de utilizagio. No caso de produtos
quimicos de ocorréncia comum, a taxa de aplicaciio deve ser estimada com base na via de entrada mais relevante.
Por exemplo, quando as lamas de esgotos constituem a principal via de entrada no solo, o produto quimico deve
ser adicionado as lamas a uma concentragiio que reflecte a sua concentragiio esperada e a quantidade de lamas
adicionadas a0 solo deve reflectir a sua carga habitual em solos agricolas. Se esta concentragdo ndo for
suficientemente elevada para que se possam identificar os principais produtos de transformagfo, poderd ser util a
incubagiio de amostras de solo independentes contendo taxas mais elevadas, embora devam ser evitadas taxas
excessivas que possam influenciar as fungdes microbianas do solo (ver sec¢des 1.5 e 1.8.2).

Alternativamente, podera tratar-se uma maior quantidade de solo (ou seja, 1 kg a 2 kg) com a substincia de ensaio;
depois de ser cuidadosamente misturado numa mdquina misturadora apropriada, o solo tratado serd entdo dividido
em pequenas porgoes de 50 g a 200 g e transferido para os baldes de incubagio (por exemplo, utilizando divisores
de amostras). Também neste caso deverio ser analisados pequenas aliquotas do lote de solo tratado (por exemplo,
1 g), de modo a determinar a uniformidade da distribuicdo da substincia de ensaio. Este procedimento apresenta a
vantagem de permitir uma distribui¢io mais uniforme da substincia de ensaio no solo, pelo que serd preferivel a
sua utilizagio.

Deverfo ser igualmente incubadas, nas mesmas condigdes (aerdbias), que as amostras tratadas com a substincia de
ensaio, amostras de solo niio tratadas; estas amostras serdo utilizadas para medi¢des de biomassa durante e no final
dos estudos.

6

Os estudos aerébios poderido ser terminados muito antes de decorridos 120 dias, desde que se tenha manifestamente atingido
o final da mineralizagiio e da via de transformacfio. A conclusfio do teste poderd ocorrer apds 120 dias ou quando pelo menos
90% da substiincia de ensaio tiver sido transformada, mas apenas se se tiver formado, no minimo, 5% de CO,.
O cilculo da concentracio inicial com base na drea utiliza a seguinte equagéo:
(§]
Alkg [ hal-10"[mg [ kg
4 2 3
[[m]-10"[m" [ ha)-dlkg ,, /m']
Coolo = Concentracdo inicial no solo [mg-kg'll
A = Taxa de aplicacio [kg-ha'1 J; I = espessura da camada de solo no campo [m|; d = densidade aparente do solo seco
[kg-m™].
Em geral, uma taxa de aplicagiio de 1 kg-hzfl resulta numa concentragdo no solo de aproximadamente | mg-kg'l, numa
camada de 10 cm (assumindo uma densidade aparente de 1 g - em’™).

Cxu/n lmg / kg xuan =
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Nos casos em que a substincia de ensaio € aplicada no solo dissolvida em solvente(s) orgénico(s), deverio ser
incubadas, nas mesmas condig¢des (aerdbias) que as amostras tratadas com a substincia de ensaio, amostras de solo
tratadas com a mesma quantidade de solvente(s) (sem adiciio da substincia em ensaio). Estas amostras siio
utilizadas para medi¢gdes de biomassa no inicio, durante e no final dos estudos de modo a verificar os efeitos do(s)
solvente(s) na biomassa microbiana.

Os baldes contendo o solo tratado podem ser ligados 4o sistema de fluxo descrito na Figura 1 ou tapados com a
coluna de absorgdo ilustrada na Figura 2 (ver Anexo 3).

1.9.3 Amostragem e medicao

A intervalos de tempo apropriados, removem-se dois balGes de incubagio, extraem-se as respectivas amostras de
solo com solventes apropriados de polaridade diferente e analisa-se a substincia de ensaio e/ou os produtos de
transformagio. Um estudo bem planeado deverd incluir um nimero de baldes suficiente para que possam ser
utilizados dois balGes em cada ponto de amostragem. A intervalos de tempo variados durante a incubagio de cada
amostra de solo (intervalos de 7 dias durante o primeiro més e de 17 dias nos meses subsequentes), e no final do
periodo de incubagiio, as solugdes de absor¢fio ou os materiais sélidos de absor¢iio deverfio ser removidos e
analisados relativamente & presenca de produtos voldteis. Para além de uma amostra de solo recolhida
imediatamente apds a aplicagiio da substincia de ensaio (amostra do dia 0), deverfo ser incluidos, pelo menos, 5
pontos de amostragem. Os intervalos de tempo deverio ser escolhidos de modo a possibilitar o estabelecimento do
padriio de desaparecimento da substincia de ensaio e dos padrdes de formagfo e desaparecimento dos produtos de
transformacdo (por exemplo, 0, 1, 3, 7 dias; 2, 3 semanas; 1, 2, 3 meses, etc.).

. N . . 14 . - - . .
No caso de se utilizar uma substincia de ensaio marcada com ~“C, a radioactividade ndo extractivel serd
quantificada por combustio e serd calculado um balan¢o de massa para cada intervalo de amostragem.

No caso de incubagdo anaerdbia ou paddy, as fases de solo e dgua podem ser analisadas conjuntamente para a
substincia de ensaio e produtos de transformaciio ou ser separadas por filtracdo ou centrifugacio antes da
extracciio e andlise.

1.9.4 Ensaios opcionais

A fim de estimar a influéncia da temperatura e humidade do solo nas taxas de transformacio de uma substincia de
ensaio e/ou dos seus produtos de transformacio no solo, poderd ser dtil realizar estudos em condigtes aerdbias,
niao-estéreis, noutras condi¢des de temperatura e humidade.

Pode tentar-se uma caracterizagiio mais aprofundada da radioactividade ndo extractdvel utilizando, por exemplo,
extracciio com fluidos supercriticos.

2 DADOS

2.1 TRATAMENTO DOS RESULTADOS

As quantidades de substincia de ensaio, produtos de transformacfio, substincias voldteis (apenas em percentagem)
e produtos ndo-extractiveis, devem ser indicadas na forma de percentagem da concentragio aplicada inicialmente
e, quando apropriado, em mg-kgl de solo (com base em peso de solo seco), para cada intervalo de amostragem.
Para cada um destes intervalos deverd ainda apresentar-se um balango de massa, em percentagem da concentragio
aplicada inicialmente. A representacio grifica das concentragtes da substincia de ensaio em fungio do tempo
permitird estimar a sua semi-vida de transformacio, ou DTsg Os produtos de transformagiio principais devem ser
identificados e os valores das suas concentragdes devem também ser representados graficamente em fungio do
tempo a fim de evidenciar as suas taxas de formagido e desaparecimento. Considera-se um produto de
transformacio principal qualquer produto cuja concentragiio seja 2 10% da dose aplicada em qualquer altura ao
longo do estudo.

Os produtos voldteis retidos fornecem alguma indicacdo sobre a capacidade de volatilizagio, a partir do solo, de
uma substincia de ensaio e dos seus produtos de transformacio.
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Devem ser determinados valores mais precisos para as semi-vidas ou DTsy e se apropriado, para DTys e DTy,
através da aplicacfio de modelos cinéticos apropriados. Os valores de semi-vida e de DTsg devem ser apresentados
conjuntamente com a descrigdo do modelo utilizado, da ordem da cinética da reaccdo e do coeficiente de
determinagio (). E preferivel assumir uma cinética de primeira ordem, excepto se ’ < 0,7. Quando apropriado, os
cilculos devem ser igualmente aplicados aos produtos de transformacgfio principais. As referéncias 31 a 35
descrevem exemplos de modelos apropriados.

No caso de estudos de taxas conduzidos a vdrias temperaturas, as taxas de transformacio devem ser descritas em
fun¢do da temperatura, dentro da gama de temperaturas utilizada experimentalmente, através duma relagio de
Arrhenius do tipo:

k=A-¢®" ou Ink=InA- ?’

em que In A e B correspondem, respectivamente, aos parimetros de regressiio ordenada na origem e declive da
melhor correlagiio linear obtida entre In k e 1/T, k representa a constante de velocidade & temperatura T e T
representa a temperatura em kelvin. Deve ter-se em atencéio que a relacido de Arrhenius € vélida para um intervalo
limitado de temperatura, no caso de a transformacfio ser influenciada pela ac¢iio microbiana.

2.2 AVALIACAO E INTERPRETACAO DOS RESULTADOS
Apesar de os estudos serem efectuados num sistema laboratorial artificial, os resultados permitirdo obter uma
estimativa da taxa de transformacdo da substancia de ensaio, assim como da taxa de formagio e desaparecimento

dos produtos de transformagio em condigdes de campo (36)(37).

O estudo da via de transformacfio de uma substincia de ensaio fornece informaciio sobre o modo como a
substincia aplicada é estruturalmente modificada no solo por reac¢es quimicas e microbianas.

RELATORIO

(98]

RELATORIO DO ENSAIO
O relatério do ensaio deve incluir o seguinte:
Substincia de ensaio:

— Nome vulgar, nome quimico, nimero CAS, férmula estrutural (com indicagdo da(s) posicdo(s) de
marcaciio no caso da utilizacio de material marcado radioactivamente) e propriedades fisico-quimicas
relevantes (ver seccio 1.5);

— pureza (impurezas) da substincia de ensaio;

— pureza radioquimica do produto quimico marcado e actividade especifica (quando apropriado);

Substincias de referéncia

— nome quimico e estrutura das substincias de referéncia utilizadas para a caracterizacfio e/ou identificacio
dos produtos de transformagédo;

Solos utilizados no ensaio:

— caracteristicas do local de recolha;

— data e procedimento utilizado para a recolha de amostras do solo;

— propriedades dos solos, tais como, pH, teor de carbono orginico, textura (% de areia, % de silte, % de
argila), capacidade de troca cationica, densidade aparente, caracteristicas de retengiio de dgua e biomassa
microbiana;

— duragfo e condigdes de armazenamento do solo (caso tenha sido armazenado);
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(D

Condi¢oes do ensaio:

— datas em que os estudos foram efectuados;

— quantidade de substincia de ensaio aplicada;

— solventes utilizados e método de aplicagiio da substincia de ensaio;

— peso do solo inicialmente tratado e retirado para andlise em cada intervalo de tempo;

— descrigdo do sistema de incubagiio utilizado;

— taxas de fluxo de ar (apenas para sistemas de fluxo);

— temperatura do sistema experimental;

— teor de humidade do solo durante a incubagfio;

— biomassa microbiana no inicio, durante e no final dos estudos aerdbios;

— pH, concentragiio de oxigénio e potencial redox no inicio, durante e no final dos estudos anaerdbios e paddy:

— método(s) de extracgiio;

— métodos de quantificagiio e identificacdo da substincia de ensaio e principais produtos de transformagiio no
solo e materiais de absor¢io;

— nimero de repeti¢des (duplicados) e ndmero de controlos.

Resultados:

— resultado da determinagiio da actividade microbiana;

— repetitividade e sensibilidade dos métodos analiticos utilizados;

— taxas de recuperagiio (na secciio 1.7.1 indicam-se os valores percentuais que deverio verificar-se para um
estudo vilido);

— tabelas de resultados expressos como percentagens da dose inicial aplicada e, quando apropriado, como
mg-kgl de solo (com base no peso seco);

— balango de massa durante e no final dos estudos;

— caracterizagio da radioactividade niio extractivel (ligada) ou de residuos presentes no solo;

— quantificagio do CO, e outros compostos voldteis libertados;

— grificos representativos da concentragiio de substincia de ensaio no solo e, quando apropriado, dos produtos
de transformacido principais, em fungio do tempo;

— valores de semi-vida ou DTsy, DT;s e DTy para a substincia de ensaio e, quando apropriado, para os
produtos de transformagfo principais, incluindo os limites de confianga;

— estimativa da taxa de degradagio abidtica em condi¢des estéreis;

— uma avaliagfio da cinética de transformacfo da substincia de ensaio e, quando apropriado, dos produtos de
transformaciio principais;

— vias de transformagfo propostas, quando apropriado;

— discussio e interpretaciio dos resultados;

— dados experimentais (ou seja, exemplos de cromatogramas, exemplos de cilculos de taxas de
transformacfo e métodos utilizados para identificar os produtos de transformagfio).
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ANEXO 1

TENSAO DE AGUA, CAPACIDADE DE CAMPO (FC) E CAPACIDADE DE RETENCAO DE AGUA (WHC)(1)

Altura da Coluna de Aguu

[em| pF @ bar™ Observagoes

10 7 10° Solo seco

1,6 10* 4,2 16 Ponto de emurchecimento
10t 4 10

10° 3 1

6 107 2,8 0,6

33107 2,5 0,33

107 2 0,1 Gama de

60 1,8 0,06 Capacidade de campo(d)
33 1,5 0,033

10 1 0,01 WHC (aproximaciio)

1 0 0,001 Solo saturado de dgua

(a) pF = log da altura da coluna de dgua, em centimetros.

(b) 1 bar= 10° Pa.

(c) Corresponde a um teor de dgua aproximado de 10% na areia, 35% no limo e 45% na argila.

(d) A capacidade de campo nio € constante, variando com o tipo de solo, com valores de pF entre 1,5 e 2,5.

A lensdo de dgua é medida em centimetros da coluna de dgua ou em bar. Devido & extensa gama de valores para a tensiio de
sucgio, esta € simplesmente expressa como o valor de pF que é equivalente ao logaritmo da altura da coluna de dgua, em
centfmetros.

A capacidade de campo é definida como a quantidade de dgua que pode ser armazenada, contra a gravidade, por um solo natural,
2 dias ap6s um extenso periodo de precipitagdo ou apds irrigagdo suficiente. E determinado no solo nio perturbado, in situ, no
campo. Esta medi¢iio nio €, portanto, aplicdvel a amostras de solo processadas laboratorialmente. Os valores de FC determinados
em solos processados podem apresentar amplas variincias sistemdticas.

A capacidade de retencdo de dgua (WHC) é determinada laboratorialmente em solos nio perturbados ou em solos processados,
através da saturagdo de uma coluna de solo com dgua por transporte capilar. E particularmente util para solos processados e pode
atingir valores até 30% superiores & capacidade de campo (1). Para além disso, € mais ficil a sua determinagiio experimental do
que a determinacéo de valores fidveis de FC.

(1) Miickenhausen, E. (1975). Die Bodenkunde und ihre geologischen, geomorphologischen, mineralogischen und
petrologischen Grundlagen. DLG-Verlag, Frankfurt am Main.
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ANEXO 2
TEORES DE HUMIDADE DO SOLO (g de dgua por 100 g de solo seco) DE VARIOS TIPOS DE SOLOS
PROVENIENTES DE DIFERENTES PAISES
Teor de humidade do solo a

Tipo de solo Pais

WHC' pF=18 pF=25
Arenoso Alemanha 28,7 8,8 3,9
Limo-arenoso Alemanha 50,4 17,9 12,1
Limo-arenoso Suiga 44,0 35,3 9,2
Franco-limoso Suiga 72,8 56,6 28,4
Argilo-limoso Brasil 69,7 38,4 27,3
Argilo-limoso Japiio 74,4 57,8 31,4
Areno-limoso Japio 82,4 59,2 36,0
Franco-limoso EUA 47,2 332 18,8
Areno-limoso EUA 40,4 25,2 13,3

! Capacidade de Retengdio de Agua
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ANEXO 3

Figural:

Exemplo de um sistema de fluxo para o estudo da transformacao de produtos quimicos no solo (1)(2)

1:  vilvula de agulha

2: frasco de lavagem de

contendo dgua

3. membrana de

(apenas para condi¢bes estéreis),

porosidade 0,2 pum

Air or N, - Arou N,

Water — Agua

Soil — Solo

balio de metabolismo do solo
(coberto de dgua apenas para
condi¢Oes anaerdbias e paddy)
frasco com etilenoglicol para
retengdo de compostos orginicos
voldteis

frasco com dcido sulfirico para
retengdo de compostos volateis
alcalinos

7,8: frasco com hidréxido de sodio
para retengio de CO, e outros
compostos volateis acidicos.

9:  medidor de fluxo.

Figura 2 :

Exemplo de um balao biométrico para o estudo da transformacao de produtos quimicos no solo (3)

£33 2]

2L

(1) Guth, J.A. (1980). The study of transformations.
Academic Press, 123-157.

Cal de soda para absorcio de CO;

L4 de vidro ou espuma de poliuretano
impregnadas de Oleo para absorcdo de

compostos organicos voldteis

Solo + substancia de ensaio

In Interactions between Herbicides and the Soil (R.J. Hance, Ed.),

(2) Guth, J.A. (1981). Experimental approaches to studying the fate of pesticides in soil. In Progress in Pesticide Biochemistry.
D.H. Hutson, T.R. Roberts, Eds. J. Wiley & Sons. Vol 1, 85-114.

(3) Anderson, J.P.E. (1975). Einfluss von Temperatur und Feuchte auf Verdampfung, Abbau und Festlegung von Diallat im
Boden. Z. PflKrankh Pflschutz, Sonderheft VII, 141-146.
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C.24. TRANSFORMACOES AEROBIAS E ANAEROBIAS EM SISTEMAS DE SEDIMENTOS AQUATICOS

1. METODO

O presente método baseia-se na publicacio OECD TG 308 (2002).

1.1 INTRODUCAO

Os produtos quimicos podem penetrar em dguas superficiais ou protundas por diversas vias, tais como aplicagiio
directa, arrastamento, escoamento superficial, drenagem, eliminaciio de residuos, efluentes industriais, domésticos
ou agricolas e deposiciio atmosférica. O presente Método de Ensaio descreve um método laboratorial para avaliar
as transformagdes aerdbias e anaerdbias de produtos quimicos orginicos em sistemas de sedimentos aquaticos e
baseia-se em normas de ensaio anteriormente definidas (1)(2)(3)(4)(5)(6). O nimero e tipo de sedimentos que
devem ser utilizados no presente ensaio foi acordado numa reunido de trabalho da OCDE sobre selecgio de solos e
sedimentos, que decorreu em Belgirate, [tdlia, em 1995 (7). Foram ainda feitas recomendagdes relativas a recolha,
manipulagfio e armazenamento das amostra de sedimentos, tendo como base a Orientagiio ISO (8). Os estudos aqui
descritos sio necessdrios para os compostos quimicos utilizados na dgua ou que sdo susceptiveis de vir a atingir o
ambiente aquitico pelas vias supracitadas.

As condi¢des nos sistemas de sedimentos aqudticos naturais sfo frequentemente aerdbias na fase aqudtica superior.
Enquanto a camada superficial de sedimentos pode ser aerdbia ou anaerdbia, a camada mais profunda €
usualmente anaerébia. De modo a abranger as diferentes condigdes, o presente documento descreve tanto ensaios
aerdbios como anaerdbios. O ensaio aerébio simula uma coluna de dgua aerébia no topo de uma camada aerdbia
de sedimentos que € sustentada por um gradiente anaerébio. O ensaio anaerdbio simula um sistema dgua-
sedimento completamente anaerébio. Em algumas circunstincias poderd ser necessdrio utilizar condigdes
significativamente diferentes das descritas nas presentes recomendagoes, por exemplo, utilizando nicleos intactos
de sedimento ou sedimentos que possam ter sido expostos & substiincia de ensaio; nestes casos, deveriio ser
utilizados outros métodos disponiveis (9).

1.2 DEFINICOES
Devem ser sempre utilizadas unidades do Sistema Internacional (SI).

Substiancia de ensaio: Qualquer substincia, quer seja o composto inicial ou um produto de transformacio
relevante.

Produtos de transformacao: Todas as substincias resultantes de reacgdes de transformacfo bidticas ou abidticas
da substincia de ensaio, incluindo CO; e residuos ligados.

Residuos ligados: “residuos ligados” representam compostos presentes no solo, planta ou animal, que, apds
extracgiio, persistem na matriz quer na forma da substincia inicial quer como um dos seus metabolito(s). O método
de extracciio ndo poderd alterar substancialmente nem os proprios compostos nem a estrutura da matriz. A natureza
da ligacdo poderd ser parcialmente determinada utilizando métodos extractivos que alterem a matriz e através de
técnicas analiticas sofisticadas. Tém sido identificadas deste modo, por exemplo, ligacdes do tipo covalente, idnico
e de absorgdo/adsorciio, assim como encapsulacdo. De um modo geral, a formagdo de residuos ligados reduz
significativamente a bioacessibilidade e a biodisponibilidade das substincias (10) [adaptado de [UPAC 1984 (11)].

Transformacao aerdbia (oxidante): Reaccdes que ocorrem na presenca de oxigénio molecular (12).
Transformacao anaerébia (redutora): Reacgdes que ocorrem na auséncia de oxigénio molecular (12).

Aguas naturais: Sio dguas superficiais provenientes de charcos, rios, cursos de dgua, etc.

Sedimento: E uma mistura de constituintes quimicos minerais e orgnicos, em que os dltimos incluem compostos

com elevado contetido de carbono e azoto e de peso molecular elevado. E depositado por dguas naturais, com as
quais forma uma interface.
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Mineralizacao: Degradaciio completa de um composto orginico em CO» e H>O, em condi¢cdes aerdbias, ou em
CH,, CO; e H;O, em condicdes anaerdbias. No contexto do presente método de ensaio, quando se utiliza um
composto marcado radioactivamente, o termo mineralizagfio refere-se 4 sua degradagiio extensa, envolvendo a
oxidagido ou reducgdo de um dtomo de carbono marcado e a libertagiio da quantidade correspondente de 10, ou
I4CH4, respectivamente.

Semi-vida: tys, € o tempo necessario para a transformacgio de 50% da substiincia de ensaio, nos casos em que a
transformacio pode ser descrita por uma cinética de primeira ordem. A semi-vida da substincia € independente da
sua concentragio inicial,

DTso (Tempo de Desaparecimento 50): Tempo necessdrio para reduzir a concentracfio inicial da substincia de
ensaio em 50%.

DT7; (Tempo de Desaparecimento 75): Tempo necessdrio para reduzir a concentracdo inicial da substincia de
ensaio em 75%.

DTy (Tempo de Desaparecimento 90): Tempo necessirio para reduzir a concentragfo inicial da substincia de
ensaio em 90%.

SUBSTANCIAS DE REFERENCIA

A identificagciio e quantificacio dos produtos de transformacfio através de métodos espectroscdpicos e
cromatogrificos deverfio envolver a utilizagfio de substincias de referéncia.

INFORMACAO SOBRE A SUBSTANCIA DE ENSAIO

Embora possam ser utilizadas para a medicio da taxa de transformagfio substincias de ensaio marcadas
isotopicamente ou nfio marcadas, é de preferir a utilizagio de material marcado. Para o estudo da via de
transformagio e para o estabelecimento do balango de massa, é obrigatéria a utilizacdo de compostos marcados. A
~ p 14 . T - 13~ 15y 3 32
marcagio recomendada é com "C, embora a utilizagio de outros isétopos, tais como “C, "N, "H e P, possa
igualmente revelar-se qtil. A marcaciio deve ser feita, tanto quanto possivel, na(s) zona(s) mais estdvel(eis) da
< 1 s . . ~ . .
molécula . A pureza quimica e/ou radioquimica da substiincia de ensaio deve ser de, pelo menos, 95 %.

Antes de se efectuar um ensaio, deve estar disponivel a seguinte informagfo sobre a substincia de ensaio:

(a) solubilidade em dgua (Método A.6):

(b) solubilidade em solventes orgénicos;

(c) pressio de vapor (Método A.4) e constante da Lei de Henry:

(d) coeficiente de particiio n-octanol/dgua (Método A.8);

(e) coeticiente de adsorciio (Kq4, K¢ ou K, quando apropriado) (Método C.18);

(f) hidrélise (Método C.7);

(g) constante de dissociaciio (pK,) [Norma de Ensaio OCDE 112] (13);

(h) estrutura quimica da substincia de ensaio e, quando aplicivel, posiciio da(s) marcagiio(Ses) isotdpica(s).
Nota: A temperatura a que se efectuaram estas medi¢oes deverd ser indicada no relatério.
Outras informagdes poderdo ser dteis, como, por exemplo, a existéncia de dados relativos a toxicidade da

substincia de ensaio para os microrganismos, dados sobre a biodegradabilidade “ficil” e/ou inerente e dados sobre
as transformagdes aerdbias e anaerdbias no solo.

Por exemplo, se a estrutura da substincia de ensaio inclui um anel, este deverd ser marcado; no caso de a substiincia de
ensaio possuir dois ou mais anéis, poderd ser necessdrio efectuar estudos independentes de modo a avaliar o destino de
cada um dos anéis marcados e obter informacfio adequada sobre a formagéo dos produtos de transformacio.
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Deverio estar disponiveis métodos analiticos (incluindo métodos de extrac¢iio e erradica¢iio) que permitam a
identificagdo e quantificagdo da substincia de ensaio e dos seus produtos de transformagio em dgua e em
sedimentos (ver secciio 1.7.2).

1.5 PRINCIPIO DO METODO DE ENSAIO

O método descrito no presente ensaio utiliza um sistema aerébio e um sistema anaerdbio de sedimento aquitico

(ver Anexo 1) que permite:

(1) amedigfo da taxa de transformagio da substiincia de ensaio num sistema dgua-sedimento;

(i) amedigiio da taxa de transformagdo da substincia de ensaio no sedimento;

(iii) a medicfio da taxa de mineralizacgiio da substincia de ensaio efou dos seus produtos de transformagio (caso se
utilize a substincia de ensaio marcada com 14C);

(iv) a identificagdo e quantificagdo dos produtos de transformacido nas fases aquosa e de sedimento, incluindo
balanco de massa (caso se utilize a substincia de ensaio marcada);

(v) a medigio da distribui¢do da substincia de ensaio e dos seus produtos de transformacgio entre as duas fases
durante um periodo de incubacfio no escuro (a fim de evitar, por exemplo, o desenvolvimento explosivo de
algas), a temperatura constante. Nos casos em que os dados o permitam, determinam-se valores para as semi-
vidas, DTsg, DT7s e DTy, nfio devendo estes valores ser extrapolados para muito além do periodo
experimental (ver secgfio 1.2).

Tanto para os estudos aerébios como para os estudos anaerdbios, sio necessarios pelo menos dois sedimentos e as
respectivas dguas associadas (7). No entanto, poderio existir situagdes em que deverdo ser utilizados mais do que
dois sedimentos aqudticos, como, por exemplo, no caso de um produto quimico que possa estar presente em
ambientes de dgua doce e/ou maritimos.

1.6 APLICABILIDADE DO ENSAIO

O método é geralmente aplicdvel a todas as substincias quimicas (nfio marcadas ou marcadas radioactivamente)
para as quais se encontre disponivel um método analitico suficientemente sensivel e preciso. E aplicdvel a
compostos ligeiramente voldteis, nio-voldteis, soldveis ou pouco soliveis em dgua. O ensaio ndo deve ser aplicado
a compostos quimicos muito volateis a partir da dgua (por exemplo, fumigantes, solventes orgénicos) ji que estes,
nas condigdes experimentais descritas, nio podem ser mantidos na dgua e/ou sedimento.

O método tem sido aplicado ao estudo das transtformagdes sofridas por produtos quimicos em dguas doces e
sedimentos embora, em principio, possa ser igualmente aplicado a sistemas de estudrios e maritimos. Nio €, no
entanto, adequado para simular as condigdes de dguas correntes (por exemplo, rios) ou de alto mar.

1.7 CRITERIOS DE QUALIDADE

1.7.1 Recuperacao

A extracgio e andlise de amostras de dgua e de sedimento, pelo menos em duplicado, imediatamente apés a adigdo
da substincia de ensaio, fornece uma primeira indicagdo relativa a repetitividade do método analitico e a
uniformidade do procedimento de aplicagio da substiincia de ensaio. Os valores de recuperacio em fases mais
adiantadas das experiéncias sdo obtidos através dos respectivos balangos de massa (caso se utilize material
marcado). Os valores de recuperagiio devem variar entre 90% e 110% no caso de produtos quimicos marcados (6)
e entre 70% e 110% no caso de produtos quimicos nio marcados.

1.7.2 Repetitividade e sensibilidade do método analitico

A repetitividade do método analitico (com excepgio da eficiéncia de extraccdo inicial) na quantificagio da
substincia de ensaio e dos produtos de transformagio pode ser verificada pela andlise, em duplicado, do mesmo
extracto das amostras de dgua ou de sedimento, apds incubaciio durante um periodo de tempo suficiente para que
ocorra a formagiio de produtos de transtormagio.



30.4.2004 Jornal Oficial da Unidio Europeia L 152/304

O limite de detecgiio (LD) do método analitico, tanto para a substincia de ensaio como para os produtos de
transformacio, deve corresponder, no minimo, ao menor dos seguintes valores: 0,01 mg-kg'1 de dgua ou sedimento
(como substincia de ensaio) ou 1% da dose inicialmente aplicada ao sistema de ensaio. Deve ser igualmente
especificado o limite de quantificacio (LQ).

1.7.3 Precisao dos dados de transformacao
A andlise de regressiio das concentragdes da substincia de ensaio em fungido do tempo fornece informagio

apropriada sobre a precisiio da curva de transformacfio e permite o cdlculo dos limites de confianga para as semi-
vidas (no caso de cinética de pseudo primeira ordem) ou os valores de DTsg e, se adequado, os valores de DTse de

DToq.
1.8 DESCRICAO DO METODO
1.8.1 Sistema de ensaio e aparelhagem

O estudo deve ser efectuado em recipientes de vidro (por exemplo, frascos, tubos de centrifuga), excepto se existir
informagdo preliminar (tal como coeficientes de particio n-octanol/dgua, dados de absorgio/adsorciio, etc.)
indicativa de que a substincia de ensaio pode aderir ao vidro, caso em que se deve considerar a utilizagfio de um
material alternativo (como Teflon). Quando se sabe que a substincia de ensaio adere ao vidro, o problema pode ser
contornado através da utilizacdo de um ou mais dos seguintes métodos:

— determinar a massa da substincia de ensaio e dos produtos de transformacdo que se encontram
absorvidos/adsorvidos ao vidro;

— efectuar uma lavagem de todo o material de vidro com solvente no final do ensaio;
— utilizar produtos formulados (ver igualmente secciio 1.9.2);

— utilizar uma maior quantidade de co-solvente para a adi¢do da substincia de ensaio ao sistema. Caso se
utilize um co-solvente, este nio devera provocar solvolise da substincia de ensaio.

Nos Anexos 2 e 3 apresentam-se exemplos de montagens experimentais tipicas de ensaio, ou seja, sistemas de
fluxo e biométricos, respectivamente (14). Na referéncia 15 sfo descritos sistemas de incubagiio alternativos. A
concepgido das montagens experimentais deve permitir a troca de ar ou azoto e a retengdo de produtos voldteis. As
dimensoes da montagem experimental devem estar de acordo com os requisitos do ensaio (ver secgdo 1.9.1). A
ventilagiio pode ser obtida quer por ligeiro borbulhar, quer por passagem de ar ou azoto sobre a superficie da dgua.
No dltimo caso, € aconselhdvel agitar ligeiramente a dgua, a partir do topo, por forma a garantir uma melhor
distribui¢dio do oxigénio e azoto. Nio deve ser utilizado ar sem CO,, pois tal pode provocar um aumento do pH da
dgua. Em qualquer dos casos, a perturbaciio do sedimento € indesejivel e deve ser, tanto quanto possivel, evitada.
Os produtos quimicos ligeiramente voldteis devem ser ensaiados num sistema biométrico com ligeira agitagiio da
superficie da dgua. Podem igualmente ser utilizados recipientes fechados com um espago livre contendo ar
atmosférico ou azoto e pequenos recipientes internos para a retencdo de produtos voldteis (16). Durante o ensaio
aerdbio, o gis presente na zona superior livre deve ser mudado regularmente de modo a compensar o consumo de
oxigénio pela biomassa.

Para a recolha de produtos de transformacio voldteis, podem ser utilizados dispositivos de retengido adequados,
embora nfio se restringindo a uma solucfio de hidréxido de potissio ou de hidréxido de sédio a 1 mol-dm™ para a
retencgio de didxido de carbono’ e etilenoglicol, ou etanolamina ou uma solugiio de parafina a 2% em xileno para
compostos orginicos, Os produtos voliteis formados em condi¢gdes anaerdbias, tais como o metano, podem ser
removidos, por exemplo, através de peneiros moleculares. Estes compostos voliteis podem ser sujeitos a
combustio, a CO, por exemplo, por passagem do gds através de um tubo de quartzo cheio com CuO a uma
temperatura de 900°C e recuperando o CO» formado num absorvente alcalino (17).

Uma vez que estas solugdes alcalinas de absorc¢iio absorvem também o didxido de carbono proveniente do ar de ventilagéio e
da respiracido em experiéncias aerébias, devem ser trocadas a intervalos regulares, de modo a evitar a sua saturagio e
consequente perda de capacidade de absorgfo.
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E necessdria aparelhagem laboratorial adequada 2 andlise quimica da substincia de ensaio e dos produtos de
transformagio (por exemplo, cromatogratia gis-liquido (GLC), cromatogratia liquida de alta resolugdo (HPLC),
cromatografia de camada fina (TLC), espectroscopia de massa (MS), cromatografia gasosa acoplada a
espectroscopia de massa (GC-MS), cromatografia liquida acoplada a espectroscopia de massa (LC-MS),
ressonincia magnética nuclear (NMR), etc.), incluindo sistemas de detecgio para produtos marcados
radioactivamente, ou ndo marcados. No caso de se utilizar material marcado radioactivamente, serdo ainda
necessdrios um contador de cintilagdes e uma mufla de combustio oxidante (para a combustio de amostras de
sedimento antes da andlise de radioactividade).

Outro equipamento corrente de laboratdrio necessdrio inclui o material apropriado para determinagdes fisico-
quimicas e bioldgicas (ver Tabela 1, seccido 1.8.2.2), material de vidro, produtos quimicos e reagentes.

1.8.2 Seleccao e niimero de sedimentos aquaticos

Os locais de amostragem devem ser seleccionados de acordo com os objectivos do ensaio para cada situagio. Na
sua seleccio, deve ter-se em conta o historial de possiveis descargas de origem agricola, industrial ou doméstica
que tenham atingido a d4gua no local de captagiio ou a montante. Nio devem ser utilizados sedimentos que tenham
sido contaminados com a substincia de ensaio ou seus andlogos estruturais nos dltimos 4 anos.

1.8.2.1 Selec¢ao de sedimento

Para os estudos aerdbios (7), utilizam-se normalmente dois sedimentos que devem diferir em relagiio ao teor de
carbono orgénico e a textura, Um dos sedimentos deve apresentar um elevado teor de carbono orgénico (2,5-7,5%)
e uma textura fina, enquanto o outro deve apresentar um baixo teor de carbono orginico (0,5-2,5%) e uma textura
grossa. A diferengca minima entre os teores de carbono orgénico deverd ser de 2%. Define-se "textura fina"” como
um contetdo em [argila + silte]® >50% e "textura grossa” como um conteddo em [argila + silte] <50%. A diferenca
entre os contetidos em |[argila + silte| nos dois sedimentos deve ser de, pelo menos, 20%. Nos casos em que o
produto quimico possa atingir Aguas marinhas, pelo menos um dos sistemas dgua-sedimento deve ser de origem
marinha.

Para o estudo em condigdes estritamente anaerdbias, devem ser recolhidas amostras de dois sedimentos (incluindo
as respectivas dguas) a partir de zonas anaerdbias de massas de dgua superficiais (7). Tanto a fase sedimentar como
a aquosa devem ser cuidadosamente manuseadas e transportadas na auséncia de oxigénio.

Para a selecgdo dos sedimentos a incluir no ensaio podem ser importantes outros parimetros, que devem ser
considerados caso a caso. Por exemplo, a gama de pH dos sedimentos serd importante para a andlise de produtos
quimicos cuja transformagio e/ou absorgio/adsorg¢io possa depender do pH. A dependéncia da absorgio/adsorcio
relativamente aos valores de pH pode ser indicada pelo pK, da substincia de ensaio.

1.8.2.2 Caracterizagdo das amostras dgua-sedimento
Os parimetros mais relevantes que deverfio ser medidos tanto para a dgua como para o sedimento e incluidos no
relatério (fazendo referéncia ao método utilizado), assim como a fase do ensaio em que devem ser determinados,
encontram-se resumidos na tabela abaixo. As referéncias (18)(19)(20)(21) descrevem os métodos para
determinagio desses parimetros.

Em casos especificos, poderd ser necessdrio medir, e incluir no relatério, outros pardmetros [por exemplo, para
dgua doce: particulas, alcalinidade, dureza, condutividade, NO3/POy (razdo e valores individuais); para sedimentos:
capacidade de troca catidnica, capacidade de retengfio de dgua, carbonato, azoto e fésforo totais; para sistemas
maritimos: salinidade|. Para a avaliacdo das condi¢tes redox, especialmente no que diz respeito a transformacio
anaerdbia, poderd ainda ser 1til a andlise dos sedimentos e da dgua relativamente & presenga de nitrato, sulfato,
ferro biodisponivel eoutros aceitadores electrénicos possiveis.

|Argila + silte] € a frac¢iio mineral do sedimento com dimensio de particula < 50 um
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Medigio de parimetros para a caracterizagdo das amostras dgua-sedimento (7)(22)(23)

Parametro

Origem

Fase do procedimento de ensaio

Amostragem
de campo

Inicio da
aclimatacao

Manusea-
mento
posterior

Inicio
do
ensaio

Durante o
ensaio

Final do
ensaio

Origem

Temperatura X

pH X X X X X
TOC X X X
Concentragio de O,* X X X X
Potencial redox * X X X

Profundidade da camada X

pH X X X X X

Distribuicdo do tamanho X

das particulas

TOC X X X X

Biomassa microbiana®# X X X

Potencial redox * Observagio X X X X
(cor/cheiro)

*

“*
W%

Investigacdes recentes revelaram que as medi¢des das concentracdes de oxigénio e de potenciais redox na dgua
nao possuem valor mecanistico nem preditivo relativamente ao crescimento e desenvolvimento de populagdes
microbianas em dguas superticiais (24)(25). A determinagiio da caréncia bioquimica de oxigénio (BOD, durante a
amostragem de campo, no inicio e no final do ensaio) e das concentragdes dos micro/macronutrientes Ca, Mg e Mn
(no inicio e no final do ensaio), para o caso da dgua, e a medi¢iio do N e P totais no caso de sedimentos (durante a
amostragem de campo e no final do ensaio) podem constituir instrumentos mais lteis para a interpretagio e
avaliagdo das taxas e vias de biotransformagio aerdbia.

M¢étodos utilizados: Para estudos aerébios, o método da taxa de respiragdo microbiana (26); método de fumigagdo
(27) ou contagem de coldnias (por exemplo, bactérias, actinomicetes, fungos e colénias totais). Para estudos
anaerobios, taxa de metanogénese.

Recolha, manuseamento e armazenamento

Recolha

Para a amostragem de sedimento, deve ser utilizada a versiio preliminar da Orienta¢iio 1SO para a amostragem de
sedimentos (8). As amostras de sedimento recolhidas devem incluir toda a camada superior (5 cm a 10 ¢cm) do
sedimento. A dgua associada deve ser recolhida da mesma zona ou local e a0 mesmo tempo que o sedimento. Para
o estudo anaerdbio, o sedimento e a dgua associada devem ser recolhidos e transportados na auséncia de oxigénio
(28) (ver secciio 1.8.2.1). Encontram-se descritos na literatura alguns dispositivos de amostragem (8)(23).
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1.8.3.2 Manuseamento

A separaciio do sedimento da dgua é feita por filtragfio e o sedimento hiimido € crivado com um peneiro de 2 mm,
utilizando um excesso de dgua recolhida no mesmo local que é posteriormente rejeitada. Em seguida, misturam-se
quantidades conhecidas de sedimento e dgua, na razdo desejada (ver secg¢io 1.9.1), em baldes de incubagiio e
preparam-se para o periodo de aclimatagio (ver secciio 1.8.4). Para o estudo anaerdbio, todos os passos devem ser
realizados na auséncia de oxigénio (29)(30)(31)(32)(33).

1.8.3.3 Armazenamento

A utilizagiio de amostras de sedimento e dgua recentemente recolhidas € vivamente recomendada. No entanto,
caso O seu armazenamento seja necessdrio, o sedimento e a dgua devem ser crivados, tal como descrito
anteriormente, e armazenados conjuntamente, com o sedimento coberto de dgua (camada de dgua de 6 cm a 10
cm), no escuro, a 4 + 2°c? por um periodo maximo de 4 semanas (7)(8)(23). As amostras que se destinam a
estudos aerdbios devem ser armazenadas em condi¢cdes de boa ventilagio (por exemplo, em recipientes abertos),
enquanto as amostras destinadas a estudos anaerdbios devem ser armazenadas na auséncia de oxigénio. Durante o
transporte e o armazenamento nio poderd verificar-se o congelamento do sedimento e da dgua ou a secagem do
sedimento.

1.8.4 Preparacio das amostras de sedimento/agua para o ensaio

Cada amostra de sedimento/dgua devera ser sujeita a um perfodo de aclimatacfo, antes da adicfio da substincia de
ensaio. Para tal, cada amostra é colocada no recipiente de incubagdo que serd utilizado no ensaio principal,
exactamente nas mesmas condicdes de incubagfio do ensaio (ver secgiio 1.9.1). O periodo de aclimataciio decorrerd
durante o tempo necessdrio para atingir uma estabilidade razodvel do sistema, reflectido pelos valores de pH,
concentragio de oxigénio na dgua, potencial redox do sedimento e da dgua e separagfio macroscépica das fases. O
periodo de aclimataciio deverd ser, geralmente, de uma a duas semanas, nio devendo exceder quatro semanas. Os
resultados das determinacoes efectuadas durante este periodo devem ser incluidos no relatério.

1.9 PROCEDIMENTO DO ENSAIO
1.9.1 Condicoes do ensaio:

O ensaio deve ser efectuado num aparelho de incubagfio (ver sec¢io 1.8.1), com uma razio volume de dgua/
. . 5

sedimento entre 3:1 e 4:1 e uma espessura da camada de sedimento de 2,5 cm (£ 0,5 ecm).” Recomenda-se ter um

minimo de 50 gr. de sedimento (peso seco) por recipiente de incubagfo.

O ensaio deve ser efectuado no escuro, a uma temperatura constante compreendida entre 10 e 30 °C. Considera-se
adequada uma temperatura de (20 £ 2) °C. Nos casos em que tal for apropriado, dependendo da informagiio
pretendida com o ensaio, poderd considerar-se a utilizagdo de uma temperatura mais baixa (por exemplo, 10 °C). A
temperatura de incubagiio deverd ser sempre monitorizada e indicada no relatdrio.

2 . P s
Estudos recentes demonstraram que o armazenamento a 4°C pode conduzir a uma diminuicio do teor de carbono orginico do
sedimento que, por sua vez, poderd resultar numa diminui¢fio da actividade microbiana (34).
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1.9.2 Tratamento e aplicacao da substancia de ensaio

O ensaio é realizado com uma tnica concentracio do produto quimicos. No caso de produtos quimicos de
protecciio de colheitas aplicados directamente em massas de dgua, a dosagem mdxima indicada no rétulo deve ser
considerada como a taxa maxima de aplicagiio calculada com base na drea superficial de dgua do recipiente de
ensaio. Em todos os restantes casos, a concentraciio a utilizar deverd basear-se em previsdes de emissdes
ambientais, Devem adoptar-se precaugdes que garantam a aplicacdo de uma concentragdo adequada da substincia
de ensaio, de modo a permitir a caracterizacdo da via de transformacgio e da formagio e desaparecimento dos
produtos de transformacfo. Nos casos em que, no inicio do estudo, as concentracSes da substiincia de ensaio se
encontram proximas dos limites de detec¢iio e/ou nos casos em que os principais produtos de transformagio nio
podem ser facilmente detectados quando a sua concentragiio é de 10% da taxa de aplicaciio da substincia de
ensaio, poderd ser necessdria a aplicacdo de doses mais elevadas (por exemplo, 10 vezes superiores). No entanto,
caso se utilizem no ensaio concentragdes superiores, estas niio deverfio ter efeitos adversos significativos na
actividade microbiana do sistema dgua-sedimento. A fim de obter uma concentragfio constante da substincia de
ensaio em recipientes de diferentes dimensdes, poderd considerar-se apropriado ajustar a quantidade da substincia
de ensaio ao volume em ensaio; neste caso, os cdlculos deverfio basear-se na relacfio entre a profundidade da
coluna de dgua no recipiente e a profundidade da dgua no campo (que se assume como sendo de 100 cm, apesar de
poderem ser utilizados outros valores). Ver um exemplo de célculo no Anexo 4.

[dealmente, a substincia de ensaio deve ser adicionada a fase aquosa do sistema de ensaio na forma de solugéio
aquosa. No entanto, quando tal for inevitivel, poderfio utilizar-se pequenas quantidades de solventes misciveis em
dgua (tais como acetona, etanol) para a aplicagiio e distribuicdo da substincia de ensaio, desde que a sua
concentragio nio exceda 1% v/v nem provoque efeitos adversos na actividade microbiana do sistema de ensaio.
Durante a preparagiio da solugdo aquosa da substincia de ensaio, devem tomar-se as precaugdes necessdrias e de
modo a assegurar a sua completa homogeneidade— poderd ser necessdrio utilizar colunas e pré-mistura. Apos a
adi¢do da solugdo aquosa ao sistema de ensaio, a fase aquosa deverd ser suavemente misturada, evitando, tanto
quanto possivel, perturbar o sedimento.

Embora a utilizagdo rotineira de produtos formulados ndo seja recomendada, jd que os ingredientes da formulagio
podem afectar a distribuiciio da substincia de ensaio efou dos produtos de transformagiio entre as fases aquosa e
sedimentar, no caso de substincias de ensaio pouco solliveis em dgua, a sua utilizagdo poderd constituir uma
alternativa apropriada.

O ndmero de recipientes de incubagio depende do nimero de pontos de amostragem (ver secgio 1.9.3), devendo
ser incluidos sistemas de ensaio suficientes para permitir a utilizaciio de dois sistemas em cada ponto de
amostragem. Nos casos em que se utilizem unidades de controlo para cada sistema de sedimento aquadtico, estas
niio deverfio ser tratadas com a substincia de ensaio. As unidades de controlo poderfio ser utilizadas para a
determinagdo da biomassa microbiana do sedimento e do carbono orginico total da dgua e do sedimento no final
do estudo. Duas das unidades de controlo (ou seja, uma unidade de controlo de cada sedimento aquatico) poderio
ser utilizadas para monitorizar os pardmetros requeridos, relativamente ao sedimento e a dgua, durante o periodo
de aclimatagdo (ver Tabela na seccdo 1.8.2.2). No caso de a aplicagdo da substincia de ensaio envolver a utilizagio
de um solvente, deverdio ser incluidas duas unidades de controlo adicionais para a medi¢io dos potenciais efeitos
adversos do solvente na actividade microbiana do sistema de ensaio.

193

Normalmente, a duragio da experiéncia nio deve exceder 100 dias (6), e deve prosseguir até que se encontrem
estabelecidas as vias de degradacio e os perfis de distribui¢do dgua/sedimento ou até que 90 % da substincia de
ensaio se tenha dissipado por transformacio e/ou volatilizagdo. Deverdo ser incluidos, pelo menos, seis pontos de
amostragem (incluindo a amostragem no tempo zero). A duragfio e o regime de amostragem apropriados para o
ensaio poderiio ser estabelecidos através da realizacdo de um estudo preliminar opcional (ver sec¢do 1.9.4) ou, no
caso de existirem, a partir de dados disponiveis sobre a substincia de ensaio provenientes de estudos anteriores. No
caso de substincias de ensaio hidrofobas, poderd ser necessdria a inclusido de pontos de amostragem adicionais
durante o periodo inicial do estudo, de modo a permitir a determinagfio da taxa de distribui¢iio entre as fases
aquosa e sedimentar.

O ensaio com uma segunda concentraciio poderd ser til no caso de produtos quimicos que atingem dguas superficiais por
diferentes vias de entrada, resultando em concentragoes significativamente diferentes; nestes casos, € necessdrio garantir que
a concentragilo mais baixa pode ser analisada com precisio suficiente.
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No tempo correspondente a cada ponto de amostragem, obté€m-se, para andlise, recipientes de incubagfio em
duplicado. O sedimento e a fase aquosa sobrenadante sdo analisados sepurudamentef’. A dgua superficial deve ser
removida cuidadosamente, tendo o cuidado de causar a minima perturbacio possivel na fase sedimentar. A
extracgiio e caracterizagdo da substincia de ensaio e dos seus produtos de transformacgio devem ser feitas
recorrendo a procedimentos analiticos apropriados. O material que possa ter tficado adsorvido, quer no recipiente
de incubagiio quer nos tubos de ligagdo aos dispositivos de retencio de substincias voliteis, deve ser removido.

1.9.4 Ensaio preliminar opcional

Nos casos em que a duracfio e o regime de amostragem nio possam ser estimados a partir de outros estudos
relevantes sobre a substincia de ensaio, pode ser considerado apropriado recorrer a um ensaio preliminar, opcional,
que deverd ser efectuado utilizando as mesmas condi¢des experimentais propostas para o estudo definitivo. Caso
seja efectuado o ensaio preliminar, as condi¢des experimentais mais relevantes e os resultados devem ser
incluidos, de uma forma resumida, no relatorio.

1.9.5 Medicoes e analise

A concentragido da substincia de ensaio e dos seus produtos de transformagiio na dgua e no sedimento, em cada
ponto de amostragem, deve ser medida e incluida no relatério (expressa em concentragio e em percentagem de
substincia aplicada). De uma forma geral, e a menos que seja apresentada uma justificacio razodvel para o
contrdrio, devem ser identificados todos os produtos de transformagido que sejam detectados em quantidade >10%
da radioactividade aplicada no sistema dgua-sedimento total, em qualquer ponto de amostragem. Os produtos de
transformagio cujas concentragdes aumentarem continuamente durante o ensaio também devem ser identificados,
MEesMmo nos casos em que a sua concentragiio nio exceda os limites apresentados acima, ja que este comportamento
poderi ser indicativo de persisténcia. Esta drea deve ser considerada caso a caso e o procedimento adoptado deve
ser justificado no relatorio.

Os resultados obtidos a partir dos sistemas de retengdo de gases/compostos voliteis (CO, e outros compostos
quimicos, ou seja, compostos orgnicos voldteis) devem ser incluidos no relatério para cada um dos tempos de
amostragem. As taxas de mineralizaciio deverio igualmente ser incluidas no relatdrio, assim como os dados sobre
os residuos nio-extractaveis (ligados) para cada ponto de amostragem.

2 DADOS

2.1 TRATAMENTO DOS RESULTADOS

Para cada ponto de amostragem, deverd ser calculado o balanco de massa total ou a recuperagio da
radioactividade adicionada (ver seccdo 1.7.1). Os resultados devem ser expressos, no relatério, como
percentagem da radioactividade adicionada. A distribui¢iio da radioactividade entre a dgua e o sedimento deve ser
apresentada no relatério, para cada tempo de amostragem, na forma de concentracdes e de percentagens.

Devem calcular-se os valores de semi-vida, DTy e, se apropriado, DTys e DTy da substincia de ensaio, e
respectivos limites de confianga (ver secgiio 1.7.3). A informacio relativa & taxa de dissipacio da substincia de
ensaio em dgua e no sedimento poderd ser obtida através da utilizacdo de métodos de avaliagdo adequados, que
podem ir desde a aplicagio de um modelo de cinética de pseudo-primeira ordem a técnicas empiricas de ajuste de
curvas, que aplicam solugdes griaficas ou numéricas, e avaliagdes mais complexas que utilizem, por exemplo,
modelos de compartimento Gnico ou compartimentos miltiplos. Para informacdo mais pormenorizada poderd
consultar-se a literatura relevante (35)(36)(37).

6 - - i o . . .
Nos casos em que os produtos de transformacdo anaerdbia possam ser fdcil e rapidamente reoxidados, as condigoes

anaerdbias devem ser mantidas durante a amostragem e a andlise.
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Todos os métodos disponiveis apresentam vantagens e desvantagens e grande variabilidade em termos de
complexidade. Se, por um lado, o pressuposto de uma cinética de primeira-ordem pode ser uma simplificacio
excessiva dos processos de degradacfio e de distribuicfio, a sua aplicacfio, quando possivel, fornece um termo
(constante de velocidade ou semi-vida) que é facilmente compreendido e bastante til em modelagdo por
simulagfio e no cilculo de concentragdes ambientais previstas. A aplicaciio de métodos empiricos ou de modelos
de transformacéo linear pode resultar num melhor ajuste da curva aos dados experimentais e, portanto, permitir
uma melhor estimativa dos valores de semi-vida, DTy, e, quando apropriado, DT7s e DTy. No entanto, a
utilizagiio das constantes assim derivadas € limitada. Por seu lado, a aplicaciio de modelos de compartimentos
permite o cdlculo de vdrias constantes (teis na avalia¢do de risco, que caracterizam a taxa de degradacio nos
diferentes compartimentos, bem como a distribui¢io do produto quimico. Estes modelos devem igualmente ser
utilizados para estimar as constantes de velocidade para a formagdo e degradacido dos produtos de transformacio
principais. Em qualquer dos casos, a seleccio do método adoptado deve ser justificada no relatério e o
experimentador deve demonstrar graficamente e/ou estatisticamente a adequaciio do ajuste.

3 RELATORIO
3.1 RELATORIO DO ENSAIO

O relatdrio deve incluir a seguinte informagéo:

Substincia de ensaio:

— nome vulgar, nome quimico, nimero CAS, férmula estrutural (com indicacdo da posi¢do de marcagiio no
caso da utilizagiio de material marcado radioactivamente) e propriedades fisico-quimicas relevantes;

— pureza (impurezas) da substincia de ensaio;

— pureza radioquimica do produto quimico marcado e actividade molar (quando apropriado).

Substincia de referéncia .

— nome quimico e estrutura das substincias de referéncia utilizadas para a caracterizacdo efou identificacio
dos produtos de transformagédo;

Sedimentos e dguas utilizados no ensaio:

— localizagio e descri¢iio do local de recolha das amostras de sedimento aqudtico, incluindo, se possivel, o
historial de contaminagdo;

— toda a informacio relacionada com a recolha, armazenamento (caso tenha sido efectuado) e aclimatagio
dos sistemas dgua-sedimento;

— caracter{sticas das amostras de dgua —sedimento, tal como apresentadas na Tabela da secgiio 1.8.2.2.

Condigoes do ensaio:

— sistema de ensaio utilizado (por exemplo, sistema de fluxo, sistema biométrico, modo de ventilagfio, método
de agitacfo, volume de dgua, massa de sedimento, espessura da camada de dgua e da camada de sedimento,
dimensio dos recipientes de ensaio, etc.)

— aplicagdo da substincia de ensaio ao sistema de ensaio: concentragdo de ensaio utilizada, nimero de
repeticdes (duplicados) e controlos e modo de aplicagiio da substincia de ensaio (por exemplo, utilizagiio de
solvente, caso necessirio), etc.

— temperatura de incubagdo;
— tempos de amostragem;
— métodos de extrac¢io e respectivas eficiéncias, assim como métodos analiticos e limites de detecciio;

— métodos para caracterizagio/identificacio dos produtos de transformagio;
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alteragdes ao protocolo do ensaio ou as condigGes de ensaio durante o estudo.

Resultados:

— dados experimentais de andlises representativas (todos os dados experimentais devem ser armazenados no
arquivo -BPL);

— repetitividade e sensibilidade dos métodos analiticos utilizados;

— taxas de recuperacdo (na sec¢io 1.7.1 indicam-se os valores percentuais que deverdo verificar-se para um
estudo vilido);

. -1 2 .
— tabelas de resultados expressos como percentagens da dose aplicada e em mgkg de dgua, sedimento e
sistema total (apenas valor percentual) para a substiincia de ensaio e, caso seja apropriado, para os produtos
de transformacio e radioactividade ndo-extractivel;

— balango de massa durante e no final dos estudos;

— representacfio grifica da transformaciio nas fracgdes de dgua e de sedimento e no sistema total (incluindo
mineralizacio);

— taxas de mineralizacdo;

— valores de semi-vida, DTy e, caso seja apropriado, DT;s e DTy para a substincia de ensaio e, quando
apropriado, para os produtos de transformacfio principais, incluindo os limites de confianga em dgua,
sedimento e no sistema total;

— uma avaliagdo da cinética de transformagiio da substincia de ensaio e, quando apropriado, dos produtos de
transformacfo principais;

— via de transformacfio proposta, quando apropriado;
— discussdo dos resultados.
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ANEXO 1

ORIENTACAO RELATIVA AQS SISTEMAS DE ENSAIO AEROBIOS . ANAEROBIOS

Sistema de ensaio aerébio

O sistema de ensaio aerdbio descrito no presente método de ensaio € constituido por uma camada aerdbia de dgua (com
concentragdes tipicas de oxigénio compreendidas entre 7 e 10 mg-l'l) e uma camada de sedimento, aerdbio a superficie e
anaerdbia abaixo da superficie [os potenciais redox médios tipicos (Ey) na zona anaerébia do sedimento tém valores entre —80 e —
190 mV|. A manutenciio de uma quantidade suficiente de oxigénio na camada de ar € conseguida pela passagem de uma corrente
de ar humedecido sobre a superficie da dgua em cada unidade de incubagdo.

Sistema de ensaio anaerobio

No caso do sistema de ensaio anaerébio, o procedimento de ensaio € essencialmente semelhante ao descrito para o sistema
aerdbio, excepto no que respeita & camada de ar presente nos recipientes de ensaio. No sistema anaerébio, a manutengio de azoto
no espago livre deverd ser conseguida a custa da passagem de uma corrente de azoto humedecido sobre a superticie da dgua em
cada unidade de incubagido. O sedimento e a dgua sio considerados anaerébios se o seu potencial redox (Eyp) for inferior a —100
mV.

No ensaio anaerdbio, a avaliagiio da mineralizagfio inclui a medigéiio do diéxido de carbono e metano libertados.
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ANEXO 2

EXEMPLO DE UM APARELHO DE FLLUXO
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Aquatic sediment degradation rig design— Esquema do equipamento para estudo da degradagiio em
sedimentos aqudticos

Air or Nitrogen - Ar ou Azoto Deionised water — Agua desionizada

Inlet traps — Frascos de retengiio de entrada Safety trap — Frasco de retengiio de seguranga
Inlet manifold — Distribuidor de entrada Surface water — Agua superficial

Sediment — Sedimento Incubation unit — Unidade de incubagdo
Safety trap — Frasco de retengiio de seguranga Trap I — Frasco de retencdo |

Trap 2 — Frasco de retengdo 2 Trap 3 — Frasco de retengdo 3

Trap 4 — Frasco de retengdo 4

Aquarium valves outlet manifold — Distribuidor de saida com vélvulas de aqudrio

Vacuum line — Linha de vacuo Deionised water — Agua desionizada
Outlet traps — Frascos de retencdo de saida
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ANEXO 3

EXEMPLO DE UM APARELHO BIOMETRICO
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System for absorption of CO; and for adsorption of organic volatile compounds (O, permeable )— Sistema para a absor¢io de CO; e
adsor¢do de compostos orgénicos voldteis (permedvel a O5)

Device for CO; extraction — Dispositivo para a extrac¢dio de CO,

Opening for oxygen determination in H,O — Abertura para determinacfo de oxigénio na dgua

Opening for gas determination (with septum closed) — Abertura para determinagio de gases (fechada com septo)

Stirrer — Agitador

Water — A gua

Sediment — Sedimento

Magneltic stirrer — Agitador magnético
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ANEXO 4

EXEMPLO DE CALCULO PARA A DOSE DE SUBSTANCIA DE ENSAIO A APLICAR AOS RECIPIENTES DE
ENSAIO

Didmetro interno do cilindro: =¥cm
Profundidade da coluna de dgua, excluindo o sedimento: =12cm

Area superficial: 3,142 x 4’ =50,3 cm’
Taxa de aplicaciio: 500 g de substincia de ensaio/ha correspondem a 5 Iug/cm:

Totalem pg: 5 x 50,3 =251,5pg
Ajuste da quantidade relativamente a uma profundidade de 100 cm:

12 x 251,5 + 100 =30,18 pg
Volume da coluna de dgua: 50,3 x 12 =603 ml

Concentragfio na agua: 30,18 + 603 = 0,050 pg/ml ou 50 pg/l
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