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(Actos cuja publicagdo é uma condigdo da sua aplicabilidade)

DIRECTIVA 2000/32/CE DA COMISSAO

de 19 de Maio de 2000

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

(Texto relevante para efeitos do EEE)

A COMISSAO DAS COMUNIDADES EUROPEIAS,

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

Tendo em conta a Directiva 67/548/CEE do Conselho, de 27
de Junho de 1967, relativa a aproximacdo das disposigdes
legislativas, regulamentares e administrativas respeitantes a
classificagdo, embalagem e rotulagem das substincias perigo-
sas (1), com a dltima redac¢do que lhe foi dada pela Directiva
1999/33/CE do Parlamento Europeu e do Conselho(?) e,
nomeadamente, o seu artigo 28.°,

Considerando o seguinte:

(1) O anexo I da Directiva 67/548/CEE contém uma lista de
substincias perigosas, com elementos da classificagdo e da
rotulagem de cada uma. Os conhecimentos cientificos e
técnicos actuais indicam dever ser adaptada a lista de subs-
tancias perigosas constante do referido anexo. Algumas
versdes linguisticas da directiva requerem correc¢des em
secgdes especificas do predmbulo e do quadro A do
anexo L.

(2) O anexo III da Directiva 67/548/CEE contém uma lista de
frases indicando a natureza dos riscos especiais atribuidos a
substancias e preparagdes perigosas. O anexo IV da Direc-
tiva 67/548/CEE contém uma lista de frases indicando as
instrucdes de seguranga relativamente a substincias e pre-
paracdes perigosas. O anexo VI da Directiva 67/548/CEE
contém um guia para a classificagio e a rotulagem de subs-
tancias e preparagdes perigosas. Algumas versdes linguisti-
cas da directiva requerem correcgdes em secgdes especificas
dos anexos 111, IV e VI.

(3) O anexo V da Directiva 67/548|CEE estabelece os métodos
para a determinacdo das propriedades fisico-quimicas, da
toxicidade e da ecotoxicidade de substincias e preparagdes.
E necessdrio adaptar o referido anexo ao progresso técnico.

(*) Adoptada depois da vigésima sétima adaptacdo.
(1) JO 196 de 16.8.1967, p. 1.
(3 JOL 199 de 30.7.1999, p. 57.

(4) O anexo IX da Directiva 67/548/CEE contém as disposi-
¢Bes relativas a fechos de seguranca para criancas. Tais dis-
posicdes devem ser adaptadas e actualizadas. E necessario
alargar o ambito da utilizacdo de fechos de seguranca para
criancas.

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

ADOPTOU A PRESENTE DIRECTIVA:

Artigo 1.°
A Directiva 67/548/CEE é alterada do seguinte modo:

1. O anexo I ¢ alterado do seguinte modo:

a) A nota Q no anexo 1A da presente directiva substitui a
nota correspondente no preambulo;

b) As linhas no anexo 1B da presente directiva substituem
as linhas correspondentes na tabela A;

¢) As entradas no anexo 1C da presente directiva subs-
tituem as entradas correspondentes;

d) As entradas que figuram no anexo 1D da presente
directiva sdo aditadas.

2. A frase de risco no anexo 2 da presente directiva substitui
a frase correspondente no anexo IIL

3. O anexo IV é alterado do seguinte modo:

a) As frases de seguranca no anexo 3A da presente direc-
tiva substituem as frases correspondentes no anexo IV;



L 136/2

Jornal Oficial das Comunidades Europeias

8.6.2000

b) As frases combinadas de seguranga no anexo 3B da
presente directiva substituem as frases correspondentes
no anexo IV.

4. A parte B do anexo V é modificada da seguinte forma:

a) O texto do anexo 4A da presente directiva substitui o
capitulo B.10;

b) O texto do anexo 4B da presente directiva substitui o
capitulo B.11;

¢) O texto do anexo 4C da presente directiva substitui o
capitulo B.12;

d) O texto do anexo 4D da presente directiva substitui os
capitulos B.13 e B.14;

e) O texto do anexo 4E da presente directiva substitui o
capitulo B.17;

f) O texto do anexo 4F da presente directiva substitui o
capitulo B.23. O titulo do capitulo B.23 na nota expli-
cativa é concomitantemente alterado;

g) O texto do anexo 4G da presente directiva ¢é aditado.

5. O quarto travessdo na introducdo geral a parte C do anexo
V € eliminado.

6. Os textos do anexo 5 da presente directiva substituem os
textos correspondentes no anexo VL.

7. O anexo IX ¢ alterado nos termos do anexo 6 da presente
directiva.

Artigo 2.°

1. Os Estados-Membros pordo em vigor as disposi¢des legis-
lativas, regulamentares e administrativas necessdrias para dar
cumprimento a presente directiva o mais tardar em 1 de Junho
de 2001. Do facto informardo imediatamente a Comissdo.

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

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

Artigo 3.°

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

Artigo 4.°

Os Estados-Membros sdo os destinatdrios da presente directiva.

Feito em Bruxelas, em 19 de Maio de 2000.

Pela Comissdo
Margot WALLSTROM

Membro da Comissdo
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DA:

ANEXO 1A

PREAMBULO DO ANEXO I

Explicagdo das notas relativas a identificacio e rotulagem de substincias

Note Q:

Klassificeringen som kreeftfremkaldende kan udelades for fibre, som opfylder en af folgende betingelser:

Sv:

en kortvarig biopersistensprove ved inhalation har vist, at fibre, der er laengere end 20 pm, har en vagtet halve-
ringstid pd mindre end 10 dage

en kortvarig biopersistensprove ved intratrakeal instillation har vist, at fibre, der er leengere end 20 pm, har en
vagtet halveringstid pd mindre end 40 dage

en egnet intra-peritoneal prove ikke har vist kraftfremkaldende virkning, eller

en egnet langvarig inhalationspreve ikke har vist relevante sygdomsfremkaldende virkninger eller neoplastiske for-
andringer.

Note Q:

Amnet behéver inte klassificeras som cancerframkallande om det kan visas att det uppfyller ett av foljande villkor:

ett korttidstest for att bestimma den biologiska bestindigheten vid inhalation har visat att fibrer langre d4n 20 pm
har en viktad halveringstid pd mindre dn 10 dagar

ett korttidstest for att bestimma den biologiska bestindigheten vid intratrakeal instillation har visat att fibrer lingre
an 20 pm har en viktad halveringstid p& mindre 4n 40 dagar

ett lampligt intraperitonealt test har inte givit beldgg for forhojd cancerogenitet

franvaro av relevant patogenitet eller neoplastiska férandringar i ett limpligt ldngtids inhalationstest.

(Versdo ES ndo afectada)

(Versdo DE ndo afectada)

(Versdo EL ndo afectada)

(Versdo EN nio afectada)

(Versdo FR ndo afectada)

(Versdo IT ndo afectada)

(Versdo NL ndo afectada)

(Versdo PT ndo afectada)

(Versdo FI ndo afectada)
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ANEXO 2

R 66

IT: L'esposizione ripetuta pud provocare secchezza e screpolature della pelle.

(Versdo ES ndo afectada)
(Versdo DA ndo afectada)
(Versdo DE ndo afectada)
(Versdo EL ndo afectada)
(Versdo EN ndo afectada)
(Versdo FR nio afectada)
(Versdo NL ndo afectada)
(Versdo PT ndo afectada)
(Versdo FI ndo afectada)

(Versdo SV ndo afectada)
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$23

FR: Ne pas respirer les gaz/fumées/vapeursfaérosols [terme(s) approprié(s) a indiquer par le fabricant].

(Versdo ES ndo afectada)
(Versdo DA ndo afectada)
(Versdo DE ndo afectada)
(Versdo EL ndo afectada)
(Versdo EN ndo afectada)
(Versdo IT ndo afectada)

(Versdo NL ndo afectada)
(Versdo PT ndo afectada)
(Versdo FI ndo afectada)

(Versdo SV ndo afectada)

S 26

DE: Bei Berithrung mit den Augen sofort griindlich mit Wasser abspiilen und Arzt konsultieren.

(Versdo ES ndo afectada)
(Versdo DA nio afectada)
(Versdo EL ndo afectada)
(Versdo EN ndo afectada)
(Versdo FR ndo afectada)
(Versdo IT ndo afectada)
(Versdo NL nio afectada)
(Versdo PT ndo afectada)
(Versdo FI ndo afectada)

(Versdo SV ndo afectada)

S 56

ANEXO 3A

DE: Diesen Stoff und seinen Behilter der Problemabfallentsorgung zufiihren.

EN: Dispose of this material and its container to hazardous or special waste collection point.

IT: Smaltire questo materiale e i relativi contenitori in un punto di raccolta di rifiuti pericolosi o speciali.

(Versdo ES ndo afectada)
(Versio DA nio afectada)
(Versdo EL ndo afectada)
(Versdo FR ndo afectada)
(Versdo NL nio afectada)
(Versdo PT ndo afectada)
(Versdo FI ndo afectada)

(Versdo SV ndo afectada)
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S 27/28

DE: Bei Berithrung mit der Haut beschmutzte, getriankte Kleidung sofort ausziehen und Haut sofort mit viel ...

ANEXO 3B

abwaschen (vom Hersteller anzugeben).

(Versdo ES ndo afectada)
(Versdo DA nio afectada)
(Versdo EL ndo afectada)
(Versdo EN ndo afectada)
(Versdo FR nio afectada)
(Versdo IT ndo afectada)
(Versdo NL nio afectada)
(Versdo PT ndo afectada)
(Versdo FI ndo afectada)

(Versdo SV néo afectada)

S 29/56

ES: No tirar los residuos por el desagiie; eliminese esta sustancia y su recipiente en un punto de recogida ptiblica de

residuos especiales o peligrosos.
Nicht in die Kanalisation gelangen lassen; diesen Stoff und seinen Behilter der Problemabfallentsorgung zufiihren.

Do not empty into drains, dispose of this material and its container to hazardous or special waste collection
Non gettare i residui nelle fognature; smaltire questo materiale e i relativi contenitori in un punto di raccolta di

Afval niet in de gootsteen werpen; deze stof en de verpakking naar een inzamelpunt voor gevaarlijk of bijzonder

DE:
EN:
point.
IT:
rifiuti pericolosi o speciali.
NL:
afval brengen.
SV:

Tém ej i avloppet, limna detta material och dess behallare till insamlingsstille for farligt avfall.

(Versdo DA ndo afectada)
(Versdo EL ndo afectada)
(Versdo FR nio afectada)
(Versdo PT ndo afectada)

(Versdo FI ndo afectada)
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ANEXO 4A

«B.10. MUTAGENICIDADE — ENSAIO IN VITRO DE ABERRACOES CROMOSSOMICAS EM MAMIFEROS

1.1.

1.2

METODO

O presente método ¢ idéntico ao método OCDE TG 473 — Ensaio in vitro de aberragdes cromossémicas em
mamiferos (1997).

INTRODUCAO

O objectivo do ensaio in vitro de aberragdes cromossémicas é identificar os agentes que causam aberragdes
estruturais dos cromossomas em culturas de células de mamiferos (1) (2) (3). As aberracdes estruturais podem
ser de dois tipos, afectando os cromossomas ou os cromatideos. A maior parte dos mutagéneos quimicos
induzem aberracdes cromatidicas, mas também podem ocorrer aberragdes cromossémicas. Um aumento da
taxa de poliploidia pode indicar que um determinado produto quimico tem potencial para induzir aberracdes
numéricas. Contudo, este método ndo foi concebido para medir as aberragdes numéricas nem é normalmente
utilizado com esse objectivo. As mutagdes nos cromossomas e eventos relacionados causam diversas doencas
genéticas humanas, existindo provas substanciais de que as alteragdes que causam nos oncogenes € nos genes
supressores de tumores das células somdticas estdo envolvidas na indugdo de cancro nos seres humanos e em
animais utilizados em experiéncias.

O ensaio in vitro de aberragdes cromossémicas pode envolver culturas de linhas celulares bem estabelecidas,
de uma determinada estirpe ou ainda culturas de células primdrias. As células utilizadas sdo seleccionadas
com base na sua capacidade de crescimento em cultura, na estabilidade do cariétipo, no niimero e diversidade
dos seus cromossomas e na frequéncia das aberragdes cromossdmicas espontaneas.

Os ensaios in vitro exigem geralmente a utilizacdo de uma fonte exdgena de activagdo metabdlica, que ndo
consegue imitar inteiramente as condi¢des in vivo nos mamiferos. Deve ter-se o cuidado de evitar condigdes
que conduzam a resultados positivos que ndo sejam reflexo de uma mutagenicidade intrinseca mas que pos-
sam resultar, por exemplo, de mudangas do pH, da pressdo osmdtica ou ainda de niveis elevados de citotoxi-

cidade (4) (5).

O presente ensaio ¢ utilizado para a andlise de agentes eventualmente mutagéneos ou carcinogéneos para os
mamiferos. Muitos dos compostos que ddo um resultado positivo no presente ensaio sdo carcinogéneos nos
mamiferos, ndo existindo, contudo, uma correlagdo perfeita entre o ensaio e a carcinogenicidade. A correlagio
depende da classe quimica e existem cada vez mais provas de que alguns agentes carcinogéneos ndo sio
detectados por este ensaio, por os seus mecanismos de actuagio ndo passarem directamente pela danificacio
do ADN.

Ver também a parte B da introdugdo geral.

DEFINICOES

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

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

Endoreduplicacio: processo mediante o qual, na sequéncia de um periodo S de replicacdo do ADN, o nicleo
ndo sofre mitose, iniciando-se um novo periodo S, que resulta em cromossomas com 4, 8, 16, ... cromati-
deos.

Lacuna: lesdo acromdtica de extensdo inferior a largura de um cromatideo e que determine um ligeiro desali-
nhamento do mesmo.

Indice mitético: relacio entre o niimero de células em metafase e o niimero total de células observadas
numa populagdo de células, que fornece uma indicacdo do grau de proliferacio da populacio em causa.

Aberracio numérica: alteragio do nimero de cromossomas relativamente ao niimero de cromossomas
caracteristico das células utilizadas.
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1.3.

1.4.

1.4.1.

1.4.1.1.

1.4.1.2.

1.4.1.3.

1.4.1.4.

Poliploidia: niimero de cromossomas multiplo do niimero hapléide (n), mas diferente do ndmero dipldide
(ou seja 3n, 4n, etc.).

Aberracgdo estrutural: alteragio da estrutura dos cromossomas detectdvel por exame microscdpico das célu-
las em metafase, na forma de supressio de segmentos, de alteragdes de partes da sequéncia ou da troca de
segmentos num cromatideo ou entre cromatideos.

PRINCIPIO DO METODO DE ENSAIO

As culturas celulares sdo expostas a substancia em estudo tanto na presenga como na auséncia de um sistema
de activagdo metabdlica. Apds um periodo determinado, adiciona-se um produto fixador da metafase (por
exemplo Colcemid® ou colchicina); as células sdo colhidas, coradas e analisadas microscopicamente para
detectar a presenca de aberracdes cromossdmicas nas células em metafase.

DESCRICAO DO METODO DE ENSAIO

Preparacdo

Células

Podem utilizar-se diversas linhas celulares, estirpes ou culturas celulares primdrias, incluindo células humanas
(por exemplo: fibroblastos do hamster da China ou linfécitos da circulagdo periférica do ser humano ou de
outros mamiferos).

Meios e condigdes de cultura

As culturas devem ser mantidas em meios de cultura e condi¢des de incubagio adequados (tipo de recipiente,
concentragdo de CO,, temperatura e humidade). As linhas celulares e estirpes devem ser periodicamente con-
troladas no que respeita a estabilidade do niimero modal de cromossomas e a auséncia de contaminagdo por
micoplasma, ndo devendo ser utilizadas se se verificar que foram contaminadas. Deve ser conhecida a duracio
do ciclo celular normal para as células e condicdes de cultura utilizadas.

Preparagdo das culturas

Linhas e estirpes de células definidas: multiplicam-se as células provenientes de culturas de arranque por incu-
bagdo a 37°C num meio cuja densidade ndo permita a confluéncia das culturas antes da colheita.

Linfécitos: adiciona-se sangue total tratado com anticoagulante (por exemplo: heparina) ou linféticos prove-
nientes de individuos sauddveis a um meio de cultura contendo um agente mitogénico (por exemplo: fito-he-
moglutinina), incubando a 37°C.

Activagdo metabdlica

As células devem ser expostas a substincia em estudo tanto na presenca como na auséncia de um sistema
adequado de activacdo metabdlica. O sistema mais frequentemente utilizado consiste numa fracgdo pds-mito-
condrial reforcada com co-factor (S9) preparada a partir de figados de roedores tratados com agentes de
inducdo enzimadtica, como por exemplo Aroclor 1254 (6) (7) (8) (9) ou uma mistura de fenobarbitona e
B-naftoflavona (10) (11) (12).

A fraccdo pés-mitocondrial é geralmente utilizada em concentragdes na gama dos 1-10% v[v no meio de
ensaio final. O estado do sistema de activacio metabélica pode depender da classe dos produtos quimicos em
estudo. Em alguns casos pode revelar-se adequado utilizar varias concentragdes diferentes de fracgdo pds-mi-
tocondrial.

Progressos tais como a elaboragdo por engenharia genética de linhas celulares que exprimam enzimas de acti-
vagdo especificos oferecem possibilidades de activagdo enddgena. A escolha das linhas celulares a utilizar terd
de ser cientificamente justificada (por exemplo: pela relevancia do isoenzima de citocromo P450 para o meta-
bolismo da substancia em estudo).
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1.4.2.

1.4.2.1.

1.4.2.2.

1.4.2.3.

Substdncia em estudo/preparagio

As substancias sélidas devem ser dissolvidas ou suspensas em solventes ou veiculos adequados e, se necessi-
rio, diluidas antes de serem adicionadas as células. As substancias liquidas podem ser adicionadas directamente
aos sistemas em estudo efou diluidas antes de serem adicionadas as células. Devem ser utilizadas preparacdes
frescas da substincia em estudo, a menos que os dados de estabilidade demonstrem que o respectivo armaze-
namento ndo coloca problemas para o ensaio.

Condicdes de ensaio

Solvente/veiculo

O solvente/veiculo ndo deve reagir com a substincia em estudo, devendo ser compativel com a sobrevivéncia
das células e com a actividade da mistura S9. Caso se utilizem solventes/veiculos cujas propriedades ndo se
encontrem totalmente elucidadas, devem fornecer-se dados que justifiquem a sua compatibilidade. Sempre
que possivel, recomenda-se a utilizacio de solventes|veiculos aquosos. Quando forem realizados ensaios de
substncias instdveis na presenca de dgua, os solventes organicos utilizados devem ser anidros. A dgua poderd
ser removida através de um filtro molecular.

Concentragdes de exposi¢do

A citotoxidade, a solubilidade no sistema de ensaio e as alteragdes do pH ou da pressio osmotica constituem
alguns dos critérios a ter em conta na determinagdo da concentragio maxima.

A citotoxidade deve ser determinada na experiéncia principal tanto na presenca como na auséncia de um sis-
tema de activacdo metabdlica, por recurso a um indicador adequado da integridade e do crescimento celula-
res, nomeadamente o grau de confluéncia, as contagens de células vidveis ou o indice mitético. Poderd ser util
determinar previamente a citotoxidade e solubilidade através de uma experiéncia preliminar.

Devem utilizar-se pelo menos trés concentra¢des analisveis. No caso de substincias que sejam citotdxicas, as
concentragdes utilizadas devem abranger uma gama compreendida entre a toxicidade maxima e uma toxici-
dade reduzida ou nula; o que significa geralmente que as concentragdes devem variar num factor de 2 a v10.
No momento da colheita, a concentracio maxima deve determinar uma reducdo significativa (superior a 50 %)
do grau de confluéncia, da contagem de células vidveis e do indice mitético. O indice mitético constitui uma
medida indirecta dos efeitos citotdxicos/citostaticos, dependendo do tempo decorrido apds a exposicdo. Toda-
via, a sua utilizagdo ¢ aceitdvel no caso de culturas em suspensdo, em que os restantes métodos de determi-
nagdo da toxicidade podem revelar-se fastidiosos ou impraticéveis. Os dados relativos a cinética do ciclo celu-
lar, nomeadamente o tempo médio de geragio (TMG), podem ser utilizados como informagdo suplementar. O
TMG constitui, no entanto, uma média global, que nem sempre permite identificar a existéncia de subpopula-
¢bes com um crescimento menos rapido, podendo acontecer em alguns casos que ligeiros aumentos do TMG
possam resultar em atrasos muito substanciais no que respeita ao surgimento de aberracdes.

No caso de substincias sem efeitos citotdxicos considerdveis, a concentragio maxima do ensaio deve ser a
mais baixa de 5 pl/ml, 5 mg/ml ou 0,01 M.

Para substincias relativamente insoliiveis que ndo sejam téxicas em concentra¢des inferiores a concentragdo
insoliivel, a dose médxima a utilizar deve corresponder a uma concentragdo acima do limite de solubilidade no
meio de cultura final apds o periodo de exposi¢do. Em alguns casos (por exemplo: quando a toxicidade ape-
nas ocorre em concentra¢des superiores a menor concentracdo insolivel) é conveniente ensaiar mais de uma
concentragdo com precipitacdo visivel. Poderd ser til avaliar a solubilidade no inicio e no fim da exposigdo,
uma vez que a mesma se pode alterar durante a exposicdo no sistema de ensaio devido a presenca de células,
de S9, de soro, etc. A insolubilidade pode ser detectada a vista desarmada. O precipitado ndo deve interferir
com as contagens necessarias.

Controlos negativos e positivos

Cada experiéncia deve incluir em paralelo controlos positivos e negativos (solvente/veiculo), tanto na presenca
como na auséncia de um sistema de activacdo metabdlica. Quando for utilizada activagdo metabdlica, o pro-
duto quimico de controlo positivo deve ser o mesmo que exige a activagdo para dar uma resposta mutagé-
nica.

Para os controlos positivos deve ser utilizado um agente clastogénico conhecido aos niveis de exposi¢do espe-
rados, de forma a obter um aumento detectdvel e reprodutivel ao longo do tempo que permita demonstrar a
sensibilidade do sistema de ensaio.
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1.4.3.

1.4.3.1.

1.4.3.2.

1.4.3.3.

As concentragdes do controlo positivo devem ser escolhidas de modo a que os seus efeitos sejam claros,
devendo ser utilizadas laminas codificadas de forma a que ndo sejam imediatamente identificdveis pela pessoa
que procede a leitura. As substancias de controlo positivo podem ser, por exemplo:

Condigdo de activacio metabdlica Substancia N.° CAS N.° Einecs
Auséncia de activacdo metabdlica metanossulfonato de metilo 66-27-3 200-625-0
exbgena

metanossulfonato de etilo 62-50-0 200-536-7

etil nitrosureia 759-73-9 212-072-2

mitomicina C 50-07-7 200-008-6

N-6xido de 4-nitroquinolina 56-57-5 200-281-1
Presenca de activagdo metabdlica benzola]pireno 50-32-8 200-028-5
exbgena

ciclofosfamida 50-18-0 200-015-4

ciclofosfamida monohidrato 6055-19-2

Podem utilizar-se no controlo positivo outras substincias adequadas. A possibilidade de utilizagdo de produtos
quimicos de uma classe afim para o controlo positivo deve ser considerada, quando existam.

Para cada colheita, devem também realizar-se controlos negativos, em que as células sio expostas apenas ao
solvente ou veiculo e ao meio de tratamento, procedendo-se do mesmo modo que num ensaio normal. Além
disso, devem igualmente ser utilizados controlos ndo expostos a substincia em estudo, a menos que ji exis-
tam dados de controlo que demonstrem que o solvente escolhido ndo induz nenhum efeito deletério ou
mutagénico.

Procedimento

Exposicdo a substancia em estudo

As células em crescimento sdo expostas a substancia em estudo na presenca e na auséncia de um sistema de
activagdo metabdlica. Os linfdcitos devem ser expostos a substancia em estudo cerca de 48 horas apés o esti-
mulo mitogénico.

Normalmente, devem ser utilizadas culturas em duplicado para cada concentragio, sendo fortemente reco-
mendada a utilizagdo de culturas em duplicado também para os controlos negativos/solventes. Quando puder
ser demonstrado, a partir dos dados de experiéncias anteriores, que a diferenca entre as culturas duplicadas é
minima (13) (14), pode aceitar-se a utilizagdo de uma tnica cultura para cada concentragio.

As substincias gasosas ou voldteis devem ser ensaiadas por métodos apropriados, por exemplo em recipientes
selados (15) (16).

Intervalo de amostragem das culturas

No primeiro ensaio, as células sdo expostas a substincia em estudo, na presenca e na auséncia de um sistema
de activacdo metabdlica, durante 3-6 horas, sendo colhidas a intervalos equivalentes a cerca de 1,5 ciclos celu-
lares normais, a partir do inicio da exposicdo (12). Se este protocolo der resultados negativos tanto na pre-
senca como na auséncia de um sistema de activagdo, deve ser realizada uma experiéncia adicional sem acti-
vacdo, com exposicdo em continuo até a colheita, passado um tempo equivalente a 1,5 ciclos celulares nor-
mais. Certos produtos quimicos podem ser detectados mais facilmente com tempos de exposicio/colheita
superiores a 1,5 ciclos celulares. Os resultados negativos com activagdo metabdlica terdo de ser confirmados
caso a caso. Nos casos em que a confirmacdo dos resultados negativos nio seja considerada necesséria, deve
ser apresentada uma justificagdo.
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1.4.3.5.

2.1.

2.2.

Preparagdo dos cromossomas

As culturas de célula s3o tratadas com Colcemid® ou colchicina, geralmente durante 1-3 horas antes da
colheita. Procede-se a colheita individual das culturas e ao respectivo processamento, com vista a preparagio
dos cromossomas, que inclui o tratamento hipoténico das células, seguido de fixacdo e coloragio.

Andlise

Todas as laminas, incluindo as provenientes dos lotes de controlo positivo e negativo, devem ser independen-
temente codificadas antes da andlise microscopica. Uma vez que os processos de fixacio ddo frequentemente
lugar a ruptura de uma determinada propor¢do das células em metafase, com perda dos cromossomas, as
células contabilizadas devem apresentar, para todos os tipos de célula, um nimero de centrémeros igual ao
nimero modal *2. Devem ser contabilizadas pelo menos 200 metafases com uma boa distribuicdo para cada
concentragdo e para o controlo, com boa concordéncia entre os replicados, quando existam. Esse niimero
pode ser inferior caso se observe um niimero elevado de aberragdes.

Embora o objectivo do ensaio consista na detec¢do de aberragdes cromossémicas estruturais, devem regis-
tar-se os casos de poliploidia e de endoreduplicacdo, quando ocorram.

DADOS

TRATAMENTO DOS RESULTADOS

A unidade experimental é a célula, pelo que se deve avaliar a percentagem de células que apresentam uma
aberracdo cromossémica estrutural. Os diferentes tipos de aberragdo cromossomica estrutural devem ser enu-
merados e discriminados pelo seu niimero e frequéncia nas culturas experimentais e de controlo. A ocorréncia
de lacunas ¢ registada em separado e incluida no relatério, mas ndo é geralmente contabilizada para o célculo
da frequéncia total das aberracdes.

Durante a experiéncia principal para a deteccdo de aberragdes, devem ser igualmente registadas as medi¢oes
da citotoxidade realizadas em paralelo com os ensaios, para todas as culturas de controlo e para os casos de
resposta negativa.

Devem ser fornecidos dados individuais para cada cultura, para além de um quadro com o resumo dos dados
globais.

Nio é necessdrio comprovar uma reacgdo positiva inequivoca. Os resultados ambiguos devem ser esclarecidos
através de experiéncias adicionais, de preferéncia com modificagdo das condi¢des experimentais. A necessi-
dade de confirmar os resultados negativos ji foi discutida no ponto 1.4.3.3. As experiéncias subsequentes
devem contemplar a modificacdo dos pardmetros de estudo, por forma a alargar a gama de condigdes avalia-
das. Os pardmetros de estudo que podem ser alterados incluem a gama e os intervalos entre as diferentes con-
centracdes e as condicdes da activacdo metabdlica.

AVALIACAO E INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

Existem vdrios critérios para determinar um resultado positivo, nomeadamente o aumento do niimero de
células com aberragdes cromossémicas relacionado com a concentragio ou que seja reprodutivel. Deve aten-
der-se, antes de mais, a importancia bioldgica dos resultados. Como auxilio para a avaliagdo dos resultados
dos ensaios, poderdo ser utilizados métodos estatisticos (3) (13), embora a significancia estatistica ndo deva
ser 0 tnico elemento para a determinagdo de uma resposta positiva.

Um aumento do ndmero de células polipléides pode indicar que a substancia em estudo apresenta o potencial
de inibir a mitose e de induzir aberracdes cromossdmicas numéricas. Um aumento do nimero de células com
cromossomas endoreduplicados pode indicar que a substdncia em estudo apresenta o potencial de inibir a
progressdo do ciclo celular (17) (18).

Uma substéancia cujos resultados ndo cumpram os critérios supra é considerada ndo mutagénica para o sistema
em causa.

Embora a maioria de experiéncias tenha resultados claramente positivos ou negativos, em casos raros o con-
junto dos dados ndo permitird que se obtenha uma opinido inequivoca sobre a actividade da substancia em
estudo, podendo acontecer que os resultados continuem a ser ambiguos ou duvidosos independentemente do
nimero de vezes que a experiéncia seja repetida.
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Um resultado positivo no ensaio in vitro de aberracdes cromossémicas indica que a substincia em estudo
induz aberracbes cromossomicas estruturais nas células somdticas de mamiferos em cultura. Um resultado
negativo indica que, nas condi¢des do ensaio, a substincia em estudo ndo induz aberra¢des cromossdmicas
estruturais nas células somdticas de mamiferos em cultura.

3. APRESENTACAO DE RELATORIOS

RELATORIO DE ENSAIO
O relatorio de ensaio deve incluir a seguinte informagao:

Solvente/veiculo:
— justificagdo para a escolha do veiculo,

— solubilidade e estabilidade da substincia em estudo no solvente/veiculo, se conhecida.

Células:

— tipo e origem das células,

— caracteristicas do cariétipo e adequagio do tipo de células utilizado,

— auséncia de micoplasma, quando aplicdvel,

— informacdo sobre a duragdo do ciclo celular,

— sexo dos dadores de sangue, sangue completo ou linfdcitos, agente mitogénico utilizado,
— nudmero de passagens, quando aplicdvel,

— métodos de manutengdo da cultura celular, quando aplicdvel,

— ntimero modal de cromossomas.

Condigoes de ensaio:
— identificagdo e concentragdo da substincia que pdra a metafase, duragdo da exposicdo da célula,

— justificagdo para a selec¢do das concentragdes e do nimero de culturas, incluindo, por exemplo, dados
sobre a citotoxicidade e sobre as limitagdes de solubilidade, quando disponiveis,

— concentracgio da substancia em estudo,

— volumes adicionados do veiculo e da substincia em estudo,

— temperatura de incubagdo,

— tempo de incubagio,

— duragdo da exposicdo,

— densidade celular da cultura de arranque, quando aplicavel,

— tipo e composi¢do do sistema de activacdo metabdlica, incluindo critérios de aceitabilidade,
— controlos positivos e negativos,

— métodos de prepara¢do das laminas,

— critérios de contabilizacio das aberracdes,
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numero de células em metafase analisadas,
métodos de determinacio da toxicidade,

critérios definidos para que o estudo seja considerado positivo, negativo ou ndo conclusivo.

Resultados:

sinais de toxicidade, ou seja, grau de confluéncia, dados relativos ao ciclo celular, contagens de células,
indice mitdtico,

sinais de precipitagdo,
dados sobre o pH e a pressio osmética do meio de tratamento, caso tenham sido determinados,
definicio das aberraces observadas, incluindo as lacunas,

nimero de células em que se observa uma aberragdo cromossomica e tipo dessas aberragdes, discrimina-
dos para cada cultura exposta e de controlo,

alteragdes da ploidia, quando observadas,

relagdo dose-resposta, quando seja possivel de determinar,

andlise estatistica, quando tenha sido realizada,

dados relativos ao controlo negativo (solvente/veiculo) e positivo realizados em paralelo com o ensaio,

dados histéricos sobre o controlo negativo (solvente/veiculo) e positivo, com as respectivas gamas, valores
médios e desvios-padrio.

Discussdo dos resultados.

Conclusdes.
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ANEXO 4B

«B.11. MUTAGENICIDADE — ENSAIO IN VIVO DE ABERRACOES CROMOSSOMICAS EM CELULAS DA

1.1.

1.2.

MEDULA DE MAMIFEROS

METODO

O presente método ¢ idéntico ao método OCDE TG 475 — Ensaio de aberra¢des cromossémicas em células
da medula de mamiferos (1977).

INTRODUCAO

O ensaio de aberracdes cromossémicas em células da medula de mamiferos ¢ utilizado para a detecgdo de
aberracdes cromossOmicas estruturais induzidas pela substincia em estudo em células da medula de animais,
geralmente roedores (1) (2) (3) (4). As aberragdes estruturais podem ser de dois tipos, afectando os cromosso-
mas ou os cromatideos. A maior parte dos mutagéneos quimicos induzem aberragdes cromatidicas, mas tam-
bém podem ocorrer aberragdes cromossémicas. Um aumento da taxa de poliploidia pode indicar que um
determinado produto quimico tem potencial para induzir aberra¢des numéricas. As mutagdes cromossomicas
e eventos relacionados causam diversas doengas genéticas humanas, existindo provas substanciais de que as
alteracdes que causam nos oncogenes ¢ nos genes supressores de tumores das células somdticas estdo envolvi-
das na inducdo de cancro nos seres humanos e em animais utilizados em experiéncias.

Os animais utilizados no presente ensaio sio geralmente roedores. A medula é o tecido objectivo do ensaio,
por se tratar de um tecido altamente vascularizado e que contém uma populagdo de células com grande ritmo
de duplicagdo e que podem ser facilmente isoladas e processadas. O presente método ndo se destina a apli-
cagdo noutras espécies animais ou tecidos objectivo.

O presente ensaio de aberra¢des cromossémicas é particularmente relevante para a avaliagdo dos riscos muta-
génicos, uma vez que permite tomar em consideragdo os factores do metabolismo in vivo, da farmacocinética
e dos processos de reparacdo do ADN, embora estes possam variar de espécie para espécie e de tecido para
tecido. Os ensaios in vivo sdo igualmente tteis para a investigagio complementar de efeitos mutagénicos
detectados através de ensaios in vitro.

Se existirem provas de que nem a substincia em estudo nem nenhum dos seus metabolitos reactivos entram
em contacto com o tecido objectivo, o presente ensaio ndo é apropriado.

Ver também a parte B da introdugdo geral.

DEFINICOES

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

Aberracio cromossomica: lesio estrutural de um cromossoma expressa na ruptura, ou na ruptura seguida
de unido, de ambos os cromatideos no mesmo local.

Endoreduplicacdo: processo no qual, apés um periodo S de replicagdo do ADN, o ntcleo ndo entra em
mitose iniciando um novo periodo S. O resultado sdo cromossomas com 4, 8, 16, ... cromatideos.

Lacuna: lesdo acromdtica de extensdo inferior a largura de um cromatideo e que determine um ligeiro desali-
nhamento do mesmo.

Aberracdo numérica: alteracio do nimero de cromossomas relativamente ao nimero de cromossomas
caracteristico das células utilizadas.

Poliploidia: nimero de cromossomas miiltiplo do niimero hapléide (n), mas diferente do niimero dipléide
(ou seja, 3n, 4n, etc.).

Aberracio estrutural: alteragio da estrutura dos cromossomas detectdvel por exame microscopico das célu-
las em metafase, na forma de supressio de segmentos, de alteragdes de partes da sequéncia ou da troca de
segmentos num cromatideo ou entre cromatideos.
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1.3.

1.4.

1.4.1.

1.4.1.1.

1.4.1.2.

1.4.1.3.

1.4.1.4.

1.4.2.

1.4.2.1.

1.4.2.2.

PRINCIPIO DO METODO DE ENSAIO

Os animais sdo expostos a substincia em estudo através de um modo de exposi¢do apropriado, sendo sacrifi-
cados passado o tempo necessario apés a exposicdo. Antes do sacrificio, os animais sdo tratados com um pro-
duto fixador da metafase (por exemplo: colchicina ou Colcemid®). Seguidamente, sdo feitas preparacdes de
cromossomas a partir das células de medula onde, ap6s coloragio, as células em metafase sdo analisadas para
detecgdo de aberragdes cromossomicas.

DESCRICAO DO METODO DE ENSAIO

Preparacdo

Selecgdo das espécies animais

Geralmente, sdo utilizados ratos, ratazanas ou hamsters chineses, embora possa ser utilizada qualquer outra
espécie de mamifero apropriada. Devem ser utilizados animais adultos saudéveis jovens das racas de laboraté-
rio mais comuns. No inicio do estudo, a variacdo de peso entre 0s animais deve ser minima, nio devendo
exceder £ 20% do peso médio de cada sexo.

Condigdes de acomodagdo e alimentagio

Devem ser aplicadas as condi¢es gerais referidas na introducdo geral, parte B, embora o objectivo para a
humidade deva ser de 50-60%.

Preparagio dos animais

Os animais adultos sauddveis jovens sdo distribuidos aleatoriamente pelos grupos de controlo e pelos grupos
expostos. As gaiolas devem ser dispostas de modo a que eventuais efeitos devidos a respectiva colocagdo
sejam minimizados. Os animais sdo identificados de forma inequivoca, devendo ser aclimatados as condi¢des
de laboratério durante pelo menos cinco dias.

Preparagdo das doses

As substancias s6lidas devem ser dissolvidas ou suspensas em solventes ou veiculos adequados e, se necessé-
rio, diluidas antes de serem adicionadas as células. As subtancias liquidas podem ser adicionadas directamente
aos sistemas em estudo efou diluidas antes de serem adicionadas as células. Devem ser utilizadas preparacdes
frescas da substancia em estudo, a menos que os dados de estabilidade demonstrem que o respectivo armaze-
namento ndo coloca problemas para o ensaio.

Condicdes do Ensaio

Solvente/veiculo

O solvente/veiculo ndo deve reagir com a substancia em estudo nem produzir efeitos téxicos nas doses utili-
zadas. Caso se utilizem solventes|veiculos cujas propriedades ndo se encontrem totalmente elucidadas, devem
fornecer-se dados que justifiquem a sua compatibilidade. Sempre que possivel, recomenda-se a utilizacdo de
solventes|veiculos aquosos.

Controlos

Cada experiéncia deve incluir em paralelo controlos positivos e negativos (solvente/veiculo) para cada sexo.
Com excepg¢do da exposicdo a substancia em estudo, todos os animais, incluindo os dos grupos de controlo,
devem ser manuseados de forma idéntica.

Os controlos positivos devem produzir aberragdes estruturais in vivo aos niveis a que se espera o surgimento
de um aumento detectdvel em relagdo a linha de base. A dose a administrar para o controlo positivo deve ser
escolhida de modo a que os seus efeitos sejam claros mas também a que as ldminas codificadas ndo sejam
imediatamente identificadas pela pessoa que procede as leituras. E aceitével que o controlo positivo seja admi-
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1.5.

nistrado por uma via diferente da substancia em estudo e que sé seja realizada uma amostra. A possibilidade
de utilizacdo de produtos quimicos de uma classe relacionada para o controlo positivo deve ser considerada,
quando existam. As substincias de controlo positivo podem incluir, por exemplo:

Substancia Niimero CAS Numero EINECS
metanossulfonato de etilo 62-50-0 200-536-7
etilnitrosureia 759-73-9 212-072-2
mitomicina C 50-07-7 200-008-6
ciclofosfamida 50-18-0 200-015-4
ciclofosfamida monohidrato 6055-19-2
trietilenomelamina 51-18-3 200-083-5

Para cada colheita, devem também realizar-se controlos negativos, em que os animais sdo expostos apenas ao
solvente ou veiculo, procedendo-se do mesmo modo que num ensaio normal, a menos que existam dados his-
toricos de controlo aceitdveis em relagdo a variabilidade de animal para animal e a frequéncia da ocorréncia
de células com aberragdes cromossémicas. Se sO estiver prevista uma amostra dos controlos negativos, a
altura mais apropriada ¢ a primeira amostra. Além disso, devem igualmente ser utilizados controlos ndo
expostos a substancia em estudo, a menos que ja existam dados de estudos anteriores ou publicados que mos-
trem que o solvente/veiculo escolhido ndo induz nenhum efeito deletério ou mutagénico.

PROCEDIMENTO

Namero e sexo dos animais

Cada grupo de estudo e de controlo deve incluir pelo menos cinco animais analisdveis por sexo. Se no
momento do estudo existirem dados disponiveis de estudos com as mesmas espécies e com utilizagio da
mesma via de administragdo que demonstrem que nio hd qualquer diferenca substancial da toxicidade entre
os sexos, serd suficiente testar um tnico sexo. Nos casos em que a exposi¢do humana aos produtos quimicos
possa ser especifica a cada sexo, como acontece com alguns produtos farmacéuticos, o ensaio deve ser execu-
tado com animais do sexo em causa.

Programacio do tratamento

As substéincias de ensaio sdo preferivelmente administradas numa tnica exposi¢do, podendo igualmente ser
administradas numa dose dividida, ou seja, duas exposicdes no mesmo dia, separadas por apenas algumas
horas, para facilitar a administracdo de grandes volumes. Qualquer outro regime de administragdo terd de ser
cientificamente justificado.

Devem ser colhidas duas amostras separadas, apés exposi¢do durante um dia. Para os roedores, a primeira
amostra deve ser colhida 1,5 ciclos celulares normais (que é normalmente de 12-18 horas) apds a exposicdo.
Dado que o tempo necessrio para a absor¢do e metabolismo da substincia em estudo, bem como o seu
efeito sobre a cinética do ciclo celular, podem afectar o0 momento 6ptimo para a detec¢do de uma eventual
aberracdo cromossémica, recomenda-se a recolha de uma segunda amostra 24 horas ap6s a primeira. Se
forem utilizados regimes de administragdo ao longo de mais de um dia, deve ser colhida uma amostra, 1,5
ciclos celulares normais apés a exposicdo final.

Antes do sacrificio, os animais sdo injectados intraperitonealmente com uma dose apropriada de um agente
de fixacdo da metafase (por exemplo: Colcemid® ou colchicina). As amostras serdo colhidas a intervalos regu-
lares, correspondentes a aproximadamente 3-5 horas para os ratos e a 4-5 horas para os hamsters chineses, a
partir desse momento. As células da medula sdo colhidas e analisadas para deteccio de aberragdes cromosso-
micas.
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2.1.

Doses

Se for realizado um estudo para avaliagdo da gama de doses a administrar, por ndo estarem disponiveis dados
apropriados, esse estudo deve ser executado no mesmo laboratério, utilizando as mesmas espécies, linha celu-
lar, sexo e regime de exposicdo a utilizar no estudo principal (5). Se a substancia for toxica, deverdo ser utili-
zadas trés doses diferentes para a primeira amostragem, abrangendo uma gama compreendida entre a toxici-
dade méxima e uma toxicidade reduzida ou quase nula. Na segunda amostragem sé serd necessdrio avaliar a
dose méxima, que ¢ definida como a dose que produz sinais de toxicidade tais que indiquem que a utilizacio
de doses superiores, com o mesmo regime de administragdo, produzird mortalidade. As substancias com acti-
vidade bioldgica especifica em doses baixas e ndo téxicas (como acontece com as hormonas e agentes mitogé-
nicos) poderdo constituir uma excep¢do aos critérios de fixacdo da dose, devendo ser avaliadas caso a caso. A
dose mdxima pode igualmente ser definida como a dose que produz algumas indicagdes de toxicidade na
medula (por exemplo: uma redugio superior a 50% do indice mitético).

Ensaio limite

Se um ensaio com uma dose de pelo menos 2 000 mg/kg de peso corporal numa tnica exposi¢io ou em
duas exposi¢des no mesmo dia ndo produzir nenhum efeito téxico perceptivel e se, com base nos dados res-
peitantes a substdncias estruturalmente relacionadas, ndo for previsivel a existéncia de toxicidade genética,
poderd ndo ser considerado necessdrio um estudo completo com utilizagdo de trés doses diferentes. Para os
estudos de maior duracdo, a dose limite é de 2 000 mg/kg de peso corporal/dia para as exposicdes até 14 dias
e de 1000 mglkg de peso corporal/dia para as exposi¢cbes de duragdo superior a 14 dias. A exposi¢do pre-
vista para o ser humano pode indicar a necessidade de se utilizarem doses mais elevadas nos ensaios limite.

Administracio das doses

A substincia em estudo é geralmente administrada por sonda esofdgica, utilizando um tubo estomacal ou
canula de intubagdo apropriada, ou por injec¢do intraperitoneal. Poderdo ser aceites, mediante justificacdo,
outras vias de administragdo. O volume méximo de liquido que pode ser administrado de cada vez por sonda
esofdgica ou por injec¢do depende também do tamanho do animal de ensaio, ndo devendo exceder 2 ml/100 g
de peso corporal. A utilizicio de volumes mais elevados deve ser justificada. Com excepcio das substincias
que causem irritagio ou que sejam corrosivas, cujos efeitos serdo normalmente agravados em concentragdes
mais altas, a variabilidade do volume de ensaio deve ser minimizada através do ajustamento das concentra-
¢oes, por forma a garantir um volume constante e independente da dose a administrar.

Preparacio dos cromossomas

Imediatamente apés o sacrificio, a medula € colhida, exposta a uma solugdo hipoténica e fixada. As células
sdo depois esfregadas em laminas e coradas.

Andlise

O indice mitético deve ser determinado como medicdo da citotoxicidade em pelos menos 1 000 células por
animal para todos os animais expostos a substancia em estudo (incluindo os controlos positivos) e para os
animais ndo expostos do controlo negativo.

Devem ser analisadas pelo menos 100 células de cada animal. Este niimero poderd ser menor quando se veri-
ficarem taxas elevadas de aberragdes. Todas as laminas, incluindo as provenientes dos lotes de controlo posi-
tivo e negativo, devem ser independentemente codificadas antes da andlise microscopica. Uma vez que os pro-
cessos de fixagdo ddo frequentemente lugar & ruptura de uma determinada propor¢do das células em metafase,
com perda dos cromossomas, as células contabilizadas devem apresentar, para todos os tipos de célula, um
ntimero de centrémeros igual ao nimero modal % 2.

DADOS

TRATAMENTO DOS RESULTADOS

Os dados respeitantes a cada animal devem ser apresentados num quadro. A unidade experimental é o animal.
Para cada animal, devem ser apresentados o nimero de células contabilizadas, o niimero de aberra¢des por
célula e a percentagem de células com aberracdes cromossémicas estruturais. Os diferentes tipos de aberragio
cromossomica estrutural devem ser enumerados, com os respectivos nimeros e frequéncias, para os grupos
expostos a substincia em estudo e para os grupos de controlo. A ocorréncia de lacunas é registada em sepa-
rado e incluida no relatério, mas ndo é geralmente contabilizada para o célculo da frequéncia total das aberra-
¢Oes. Se ndo houver qualquer evidéncia de uma diferenca na resposta entre os sexos, os dados de ambos os
sexos poderdo ser combinados para fins estatisticos.
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2.2.

AVALIACAO E INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

Existem vdrios critérios para determinar um resultado positivo, nomeadamente o aumento do nimero de
células com aberragdes cromossémicas relacionado com a concentracdo ou um claro aumento do nimero de
células com aberragdes num determinado grupo ou numa determinada amostra. Deve atender-se, antes de
mais, & importancia bioldgica dos resultados. Como auxilio para a avaliagdo dos resultados dos ensaios,
poderdo ser utilizados métodos estatisticos (6), embora a significncia estatistica ndo deva ser o tdnico ele-
mento para a determina¢do de uma resposta positiva. Os resultados ambiguos devem ser esclarecidos através
de estudos adicionais, de preferéncia com modificacdo das condi¢des experimentais.

Um aumento do niimero de células polipléides pode indicar que a substincia em estudo apresenta o potencial
de inibir a mitose e de induzir aberra¢des cromossémicas numéricas. Um aumento do nimero de células com
cromossomas endoreduplicados pode indicar que a substancia em estudo apresenta o potencial de inibir a
progressdo do ciclo celular (7) (8).

Uma substancia cujos resultados ndo cumpram os critérios supra no presente ensaio ¢ considerada niao muta-
génica.

Embora a maioria de experiéncias tenha resultados claramente positivos ou negativos, em casos raros o con-
junto dos dados ndo permitird que se obtenha uma opinido inequivoca sobre a actividade da substancia em
estudo, podendo acontecer que os resultados continuem a ser ambiguos ou duvidosos independentemente do
nimero de vezes que a experiéncia seja repetida.

Um resultado positivo no ensaio in vitro de aberragbes cromossémicas indica que a substincia em estudo
induz aberragdes cromossémicas estruturais nas células da medula das espécies testadas. Um resultado nega-
tivo indica que, nas condi¢des do ensaio, a substancia em estudo ndo induz aberra¢des cromossomicas estru-
turais nas células da medula das espécies testadas.

Deve ser discutida a probabilidade de a substancia em estudo ou os seus metabolitos alcangarem o sistema
circulatério geral ou especificamente o tecido objectivo (ou seja, a toxicidade sistémica).

APRESENTACAO DE RELATORIOS

RELATORIO DE ENSAIO
O relatério de ensaio deve incluir a seguinte informagdo:

Solvente/veiculo:
— justificagdo para a escolha do veiculo,

— solubilidade e estabilidade da substincia em estudo no solvente/veiculo, se conhecida.

Animais de ensaio:

— espécie/linha celular utilizada,

— namero, idade e sexo dos animais,

— origem, condi¢des de acomodagio, alimentagdo, etc.,

— peso de cada animal no inicio do ensaio, incluindo a gama de pesos, a respectiva média e o desvio-
-padrio para cada grupo.

Condicoes de ensaio:

— controlos positivos e negativos (veiculo/solvente),

— resultados do estudo para defini¢do da gama de doses, quando tenha sido realizado,
— justificagdo para a selecgdo das doses,

— preparagdo da substancia em estudo,
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modo de administragdo da substincia em estudo,

justificacdo da via de administragdo escolhida,

método para a verificagdo de que a substincia em estudo atingiu a circulagdo geral ou o tecido objectivo,

quando aplicdvel,

conversdo da concentracdo da substincia em estudo (ppm) na alimentagdofabeberacio para a dose real

(mg/kg peso corporal/dia), quando aplicdvel,

qualidade dos alimentos e da dgua,

descri¢do pormenorizada dos calenddrios de exposicdo e amostragem,

métodos de medicido da toxicidade,

substincia utilizada para fixar a metafase, respectiva concentragio e duragdo de exposicio,
métodos de preparacio das laminas,

critérios de contabilizagdo das aberracdes,

ntimero de células analisadas por animal,

critérios definidos para que o estudo seja considerado positivo, negativo ou ndo conclusivo.

Resultados:

sinais de toxicidade,

indice mitético,

tipo e nimero de aberragdes observadas em cada animal,

ntmero total de aberragdes em cada grupo, com as respectivas médias e desvios-padrao,

ntimero de células aberrantes em cada grupo, com as respectivas médias e desvios-padrio,

alteracdes da ploidia, quando observadas,

relagdo dose-resposta, quando seja possivel de determinar,

andlise estatistica, quando tenha sido realizada,

dados relativos ao controlo negativo realizado em paralelo com o ensaio,

dados histéricos sobre o controlo negativo com as respectivas gamas, valores médios e desvios-padrio,

dados relativos ao controlo positivo realizado em paralelo com o ensaio.

Discussdo dos resultados.

Conclusdes.
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ANEXO 4C

«B.12. MUTAGENICIDADE — ENSAIO IN VIVO DOS MICRONUCLEOS EM ERITROCITOS DE MAMIFEROS

1.1.

1.2

METODO

O presente método ¢ idéntico ao método OCDE TG 474 — Ensaio dos microntcleos em eritrdcitos de mami-
feros (1997).

INTRODUCAO

O ensaio in vivo dos microndcleos de mamiferos é utilizado para a detec¢do de danos induzidos pela substan-
cia em estudo nos cromossomas ou no aparelho mitético dos eritoblastos, através da andlise dos eritrécitos
retirados da medula efou de células de sangue periférico de animais, geralmente roedores.

O objectivo do ensaio do microniicleo ¢ identificar substincias que causam danos citogénicos, dando lugar a
formagido de micronicleos com fragmentos de cromossoma ou com cromossomas inteiros.

Quando um eritroblasto da medula se desenvolve para dar um eritrocito policromdtico, o nticleo principal é
expulso; qualquer micronicleo que tenha sido formado pode “ficar para atrds” (lagging), no citoplasma, onde
ndo deveria existir qualquer material nuclear. A visualizacdo dos micronticleos ¢ facilitada nestas células, uma
vez que ndo existe um niicleo principal. Um aumento de frequéncia de eritrdcitos policromaticos, micronu-
cleados, nos animais expostos a substancia em estudo representa uma indicagdo de danos cromossémicos
induzidos.

Para o presente ensaio utiliza-se normalmente a medula de roedores, uma vez que os eritrdcitos policromati-
cos sdo produzidos nesse tecido. A medi¢do dos eritrocitos (policromdticos) imaturos micronucleados no san-
gue periférico é igualmente aceitdvel para qualquer outra espécie em que tenha sido demonstrado que o baco
ndo tem a capacidade de eliminar os eritrécitos micronucleados ou que apresente uma sensibilidade adequada
para a deteccdo de agentes que causam aberragdes cromossomicas estruturais ou numéricas. Os microntcleos
podem ser distinguidos por alguns critérios, que incluem a identificagdo da presenca ou auséncia de um cen-
trémero ou de ADN centromérico nos micronicleos. A frequéncia dos eritrdcitos (policromdticos) imaturos
micronucleados é o principal ponto final utilizado. A propor¢do de eritrécitos (normocromdticos) maturos
com micronticleos no sangue periférico pode igualmente ser utilizada como ponto final do ensaio, quando os
animais forem expostos a substancia em estudo de forma continua durante quatro semanas ou mais.

O ensaio in vivo do micronicleo de mamiferos é particularmente relevante para a avaliagdo dos perigos muta-
génicos, uma vez que permite a avaliacdo dos elementos metabdlicos, da farmacocinética e dos processos de
reparagdo do ADN in vivo, embora estes possam variar de espécie para espécie, de tecido para tecido e em ter-
mos do ponto final genético. Os ensaios in vivo sio igualmente tteis para a investigacdo suplementar de um
efeito mutagénico detectado in vitro.

Se existirem provas de que nem a substancia em estudo nem nenhum dos seus metabolitos reactivos entram
em contacto com o tecido objectivo, o presente ensaio ndo é apropriado.

Ver também a parte B da introdugdo geral.

DEFINICOES

Centromero: Regido(des) de um cromossoma a que estdo associadas fibras fusiformes durante a divisdo celu-
lar, permitindo o movimento ordeiro dos cromossomas para os p6los da célula.

Microndcleos: Pequenos ntcleos separados e adicionais dos ntcleos das células principais, produzidos
q P princip p

durante a telefase da mitose (meiose) por fragmentos do cromossoma ou cromossomas inteiros que “ficam

para tras” (lagging).

Eritrocito normocromadtico: Eritrcito maduro a que faltam ribossomas e que pode, por conseguinte, distin-
guir-se dos eritrécitos policromdticos imaturos por coloragdo selectiva dos ribossomas.
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1.3.

1.4.

1.4.1.

1.4.1.1.

1.4.1.2.

1.4.1.3.

1.4.1.4.

1.4.2.

1.4.2.1.

1.4.2.2.

Eritrécito policromdtico: Eritrécito imaturo, numa fase de desenvolvimento intermedidria, que ainda contém
ribossomas e pode, por conseguinte, distinguir-se dos eritrcitos normocromdticos maturos por coloragio
selectiva dos ribossomas.

PRINCIPIO DO METODO DE ENSAIO

Os animais sdo expostos a substincia em estudo por uma via apropriada. Se for utilizada a medula, os ani-
mais sdo sacrificados passado o tempo necessirio apds a exposi¢do, a medula é extraida e sdo feitas prepara-
¢oes coradas (1) (2) (3) (4) (5) (6) (7). Quando é utilizado o sangue periférico, o sangue ¢ recolhido passado o
tempo necessdrio apds a exposi¢do e sdo preparados esfregacos corados (4) (8) (9) (10). Nos estudos com san-
gue periférico, as amostras de célula devem ser colhidas tdo cedo quanto possivel apds a dltima exposicdo a
substincia em estudo. As preparagdes sdo analisadas para a presenca de microniicleos.

DESCRICAO DO METODO DE ENSAIO
Preparacao

Seleccdo das espécies animais

Quando se pretender utilizar preparacdes da medula, recomenda-se a utilizagdo de ratos ou ratazanas, embora
possa ser utilizada qualquer espécie de mamifero que seja apropriada. Quando se utilizar o sangue periférico,
recomenda-se a utilizagdo de ratos. Contudo, pode ser utilizada qualquer espécie de mamifero que seja apro-
priada, desde que se trate de uma espécie em que o bago ndo remove os eritrécitos micronucleados ou que
apresente uma sensibilidade adequada para a detec¢do de agentes que causam aberra¢des cromossomicas
estruturais ou numéricas. Devem ser utilizados animais sauddveis jovens de linhas de laboratério com caracte-
risticas bem conhecidas. No inicio do estudo, a diferenca de peso entre os animais deve ser minima, nio
devendo exceder + 20% do peso médio de cada sexo.

Condigdes de acomodagdo e alimentagio

Devem ser aplicadas as condi¢des gerais referidas na introdugdo geral, parte B, embora o objectivo para a
humidade deva ser de 50-60%.

Preparagio dos animais

Os animais adultos saudéveis jovens sdo distribuidos aleatoriamente pelos grupos de controlo e pelos grupos
expostos. Os animais sdo identificados de forma inequivoca, devendo ser aclimatados as condi¢des de labora-
torio durante pelo menos cinco dias. As gaiolas devem ser dispostas de modo a que eventuais efeitos devidos
a respectiva colocagdo sejam minimizados.

Preparagdo das doses

As substancias s6lidas devem ser dissolvidas ou suspensas em solventes ou veiculos adequados e, se necessé-
rio, diluidas antes de serem administradas aos animais. As substancias liquidas podem ser adicionadas directa-
mente aos sistemas em estudo efou diluidas antes de serem adicionadas as células. Devem ser utilizadas prepa-
ragdes frescas da substincia em estudo, a menos que os dados de estabilidade demonstrem que o respectivo
armazenamento ndo coloca problemas para o ensaio.

Condicdes do Ensaio

Solvente/veiculo

O solvente/veiculo ndo deve reagir com a substncia em estudo nem produzir efeitos toxicos nas doses utili-
zadas. Caso se utilizem solventes/veiculos cujas propriedades ndo se encontrem totalmente elucidadas, devem
fornecer-se dados que justifiquem a sua compatibilidade. Sempre que possivel, recomenda-se a utilizagdo de
solventes/veiculos aquosos.

Controlos

Cada experiéncia deve incluir em paralelo controlos positivos e negativos (solvente/veiculo) para cada sexo.
Com excepg¢do da exposicdo a substincia em estudo, todos os animais, incluindo os dos grupos de controlo,
devem ser manuseados de forma idéntica.
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1.5.

Os controlos positivos devem produzir microniicleos in vivo aos niveis de exposi¢do a que se espera o surgi-
mento de um aumento detectdvel em relagdo a linha de base. A dose de controlo positivo a administrar deve
ser escolhida de modo a que os seus efeitos sejam claros mas também a que as laminas codificadas ndo sejam
imediatamente identificadas pela pessoa que procede as leituras. E aceitével que o controlo positivo seja admi-
nistrado por uma via diferente da substancia em estudo e que s6 seja realizada uma amostra. A possibilidade
de utilizacdo de produtos quimicos de uma classe relacionada para o controlo positivo deve ser considerada,
quando existam. As substincias de controlo positivo podem incluir, por exemplo:

Substancia Nimero CAS Nuamero EINECS
metanossulfonato de etilo 62-50-0 200-536-7
etilnitrosureia 759-73-9 212-072-2
mitomicina C 50-07-7 200-008-6
ciclofosfamida 50-18-0 200-015-4
ciclofosfamida monohidrato 6055-19-2
trietilenomelamina 51-18-3 200-083-5

Para cada colheita, devem também realizar-se controlos negativos, em que os animais sdo expostos apenas ao
solvente ou veiculo, procedendo-se do mesmo modo que num ensaio normal, a menos que existam dados his-
toricos de controlo aceitdveis em relagdo a variabilidade de animal para animal e a frequéncia da ocorréncia
de células com aberra¢des cromossomicas. Se sO estiver prevista uma amostra dos controlos negativos, a
altura mais apropriada ¢ a primeira amostra. Além disso, devem igualmente ser utilizados controlos nio
expostos a substancia em estudo, a menos que ja existam dados de estudos anteriores ou publicados que mos-
trem que o solvente/veiculo escolhido ndo induz nenhum efeito deletério ou mutagénico.

Ser for utilizado o sangue periférico, uma amostra anterior a exposicdo poderd servir para o controlo nega-
tivo, mas apenas nos estudos de menor duragdo (ou seja, 1 a 3 exposi¢des), desde que os dados respeitantes a
essa amostra estejam de acordo com o esperado em fungdo de experiéncias anteriores.

PROCEDIMENTO

Namero e sexo dos animais

Cada grupo exposto e de controlo deve incluir pelo menos cinco animais analisdveis por sexo (11). Se no
momento do estudo existirem dados disponiveis de estudos com as mesmas espécies e com utilizagio da
mesma via de administragdo que demonstrem que ndo hd qualquer diferenca substancial da toxicidade entre
os sexos, serd suficiente testar um tinico sexo. Nos casos em que a exposi¢do humana aos produtos quimicos
possa ser especifica a cada sexo, como acontece com alguns produtos farmacéuticos, o ensaio deve ser execu-
tado com animais do sexo em causa.

Programagio do tratamento

Nio é possivel recomendar qualquer programacio especifica para a exposicdo (ou seja uma, duas ou mais
exposi¢des com intervalos de 24 horas). As amostras recolhidas durante regimes de administragdo prolongada
sdo aceitdveis, desde que o estudo demonstre a existéncia de um efeito positivo ou, para um estudo negativo,
desde que a toxicidade seja demonstrada ou que se utilize uma dose limite, com administracio até ao
momento da colheita. As substincias de ensaio podem igualmente ser administradas numa dose dividida, ou
seja, duas exposi¢des no mesmo dia, separadas por apenas algumas horas, para facilitar a administracio de
grandes volumes.

O ensaio pode ser executado de duas formas:

a) Os animais sdo expostos a substincia em estudo uma tnica vez. As amostras de medula sdo colhidas pelo
menos duas vezes, a primeira das quais pelo menos 24 horas apds a exposi¢do, com intervalos apropria-
dos entre as colheitas mas ndo ultrapassando as 48 horas apds a exposicdo. Uma eventual colheita antes
de 24 horas apds a exposi¢do terd de ser justificada. As amostras de sangue periférico sdo colhidas pelo
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menos duas vezes, a primeira das quais pelo menos 36 horas apds a exposi¢do, com intervalos apropria-
dos entre as colheitas mas ndo ultrapassando as 72 horas ap6s a exposi¢do. Quando for identificada uma
resposta positiva numa determinada colheita, ndo serd necessdrio continuar o estudo;

b) Se forem utilizadas duas ou mais exposi¢des didrias (por exemplo: duas ou mais exposi¢des com interva-
los de 24 horas), a primeira amostra deve ser colhida 18 a 24 horas depois da exposicdo final no caso
do sangue periférico (12).

Quando necessério, poderdo ser recolhidas amostras adicionais.

Doses

Se for realizado um estudo para avaliagdo da gama de doses a administrar, por ndo estarem disponiveis dados
apropriados, esse estudo deve ser executado no mesmo laboratério, utilizando as mesmas espécies, linha celu-
lar, sexo e regime de exposi¢do a utilizar no estudo principal (13). Se a substancia for téxica deverdo ser utili-
zadas trés doses diferentes para a primeira amostragem, abrangendo uma gama compreendida entre a toxici-
dade méxima e uma toxicidade reduzida ou quase nula. Na segunda amostragem sé serd necessdrio avaliar a
dose mdxima, que é definida como a dose que produz sinais de toxicidade tais que indiquem que a utilizagdo
a doses superiores, com o mesmo regime de administragdo, produzird mortalidade. As substincias com activi-
dade bioldgica especifica em doses baixas e ndo téxicas (como acontece com as hormonas e agentes mitogéni-
cos) poderdo constituir uma excep¢do aos critérios de fixagdo da dose, devendo ser avaliadas caso a caso. A
dose mdxima pode igualmente ser definida como a dose que produz algumas indicagdes de toxicidade na
medula (por exemplo: redugdo da proporcdo de eritrcitos imaturos em relagdo aos eritrdcitos totais na
medula ou no sangue periférico).

Ensaio limite

Se um ensaio com uma dose de pelo menos 2 000 mg/kg de peso corporal numa tnica exposi¢do ou em
duas exposi¢des no mesmo dia ndo produzir nenhum efeito toxico perceptivel e se, com base nos dados res-
peitantes a substdncias estruturalmente relacionadas, ndo for previsivel a existéncia de toxicidade genética,
poderd ndo ser considerado necessdrio um estudo completo com utilizacdo de trés doses diferentes. Para os
estudos de maior duragdo, a dose limite é de 2 000 mg/kg de peso corporal/dia para as exposicdes até 14 dias
e de 1 000 mglkg de peso corporal/dia para as exposi¢des de duragdo superior a 14 dias. A exposi¢do pre-
vista para o ser humano pode indicar a necessidade de se utilizarem doses mais elevadas nos ensaios limite.

Administracio das doses

A substincia em estudo é geralmente administrada por sonda esofdgica, utilizando um tubo estomacal ou
canula de intubacdo apropriada, ou por injecgdo intraperitoneal. Poderdo ser aceites, mediante justificacdo,
outras vias de administragdo. O volume méximo de liquido que pode ser administrado de cada vez por sonda
esofdgica ou por injec¢do depende também do tamanho do animal de ensaio, ndo devendo exceder 2 ml/100 g
de peso corporal. A utilizagdo de volumes mais elevados deve ser justificada. Com excepc¢do das substincias
que causem irritagdo ou que sejam corrosivas, cujos efeitos serdo normalmente agravados em concentragdes
mais altas, a variabilidade do volume de ensaio deve ser minimizada através do ajustamento das concentra-
¢des, por forma a garantir um volume constante e independente da dose a administrar.

Preparacio da medula/sangue

As células da medula sdo retiradas do fémur ou da tibia imediatamente apds o sacrificio. Geralmente, as célu-
las sdo retiradas do fémur ou da tibia, preparadas e coradas de acordo com métodos ji definidos. O sangue
periférico é retirado da veia caudal ou de outro vaso sanguineo apropriado. As células de sangue sdo imedia-
tamente sujeitas a uma coloragdo supravital (8) (9) (10) ou entdo sdo preparados esfregacos que depois sio
corados. A utilizagio de uma coloragdo especifica para o ADN [por exemplo: laranja de acridina (14) ou piro-
nina-y de milho 33 258 plus da Hoechst (15)] pode eliminar alguns dos erros associados a utilizacdo de uma
coloracdo nio especifica para o ADN. Esta vantagem ndo impossibilita a utilizagdo de colora¢des convencio-
nais (por exemplo: Giemsa). Outros sistemas [por exemplo: colunas de celulose para remogdo das células
nucleadas (16)] podem igualmente ser utilizados, desde que se demonstre que esses sistemas funcionam de
forma adequada para a preparacdo de microniicleos em laboratério.

Anilise

A proporgdo de eritrécitos imaturos em relagdo aos eritrdcitos totais (imaturos + maduros) é determinada
para cada animal, através da contagem de pelo menos 200 eritrdcitos no caso da medula e de 1 000 eritrdci-
tos no caso do sangue periférico (17). Todas as laminas, incluindo as dos controlos positivos e negativos,
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devem ser codificadas independentemente antes da andlise microscdpica. A eventual ocorréncia de eritrdcitos
imaturos micronucleados deve ser analisada em pelo menos 2 000 eritrocitos imaturos por animal. A conta-
gem de eritrécitos maduros micronucleados poderd ser utilizada como informacdo adicional. Ao analisar as
laminas, a proporcdo de eritrcitos imaturos em relagdo aos eritrécitos totais ndo deve ser inferior a 20% do
valor de controlo. Quando os animais forem sujeitos a uma exposi¢do continua durante quatro semanas ou
mais, poderdo ser também analisados 2 000 eritrécitos maduros por animal, para determinacdo da ocorréncia
de micronticleos. Os sistemas automatizados de andlise (tratamento de imagens e citometria de fluxo e sus-
pensdes celulares) sdo alternativas aceitdveis a avaliacgio manual, se apropriadamente justificadas e validadas.

DADOS

TRATAMENTO DOS RESULTADOS

Os dados respeitantes a cada animal devem ser apresentados num quadro. A unidade experimental é o animal.
Para cada animal, devem ser verificados separadamente o ntimero de eritrécitos imaturos, o niimero de eritré-
citos imaturos micronucleados e a proporgido de eritrdcitos imaturos em relagdo aos eritrécitos totais. Quando
os animais tiverem sido expostos a substancia em estudo em continuo durante quatro semanas ou mais,
devem também ser recolhidos dados em relagdo aos eritrécitos maduros. Para cada animal, deve ser apresen-
tada a proporcdo de eritrocitos imaturos em relagdo aos eritrocitos totais e, se for considerado necessério, de
eritrécitos maduros micronucleados. Se ndo houver qualquer evidéncia de uma diferenca na resposta entre os
sexos, os dados de ambos os sexos poderdo ser combinados para fins estatisticos.

AVALIACAO E INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

Hé diversos critérios para determinar um resultado positivo, como por exemplo um aumento do niimero de
células micronucleadas relacionado com a dose ou um claro aumento do niimero de células micronucleadas
num determinado grupo e numa determinada amostragem. Deve ser tomada em consideragdo, antes de mais,
a importéncia bioldgica dos resultados. Como auxilio para a avaliagio dos resultados dos ensaios, poderdo ser
utilizados métodos estatisticos (18) (19), embora a significancia estatistica ndo deva ser o tnico elemento para
a determinacdo de uma resposta positiva. Os resultados ambiguos devem ser esclarecidos através de estudos
adicionais, de preferéncia com modificacdo das condi¢des experimentais.

Uma substancia cujos resultados ndo cumpram os critérios acima indicados no presente ensaio ¢ considerada
ndo mutagénica.

Embora a maioria de experiéncias tenha resultados claramente positivos ou negativos, em casos raros o con-
junto dos dados ndo permitird que se obtenha uma opinido inequivoca sobre a actividade da substincia em
estudo, podendo acontecer que os resultados continuem a ser ambiguos ou duvidosos independentemente do
nimero de vezes que a experiéncia seja repetida.

Um resultado positivo no ensaio dos microniicleos indica que a substincia em estudo induz a ocorréncia dos
mesmos, como resultado de danos nos cromossomas ou no sistema mit6tico dos eritroblastos da espécie tes-
tada. Um resultado negativo indica que, nas condigdes do ensaio, a substancia em estudo ndo induz a ocor-
réncia de micronticleos nos eritroblastos imaturos da espécie testada.

Deve ser discutida a probabilidade de a substincia em estudo ou os seus metabolitos alcangarem o sistema
circulatério geral ou especificamente o tecido objectivo (ou seja, a toxicidade sistémica).

APRESENTACAO DE RELATORIOS

RELATORIO DE ENSAIO
O relatério de ensaio deve incluir a seguinte informacio:

Solvente/veiculo:
— justificagdo para a escolha do veiculo,

— solubilidade e estabilidade da substancia em estudo no solvente/veiculo, se conhecida.
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Animais de ensaio:

— espécie/linha celular utilizada,

— namero, idade e sexo dos animais,

— origem, condi¢des de acomodacio, alimentagdo, etc.,

— peso de cada animal no inicio do ensaio, incluindo a gama de pesos, a respectiva média e o desvio-
-padrio para cada grupo.

Condicdes de ensaio:

— controlos positivos e negativos (veiculo/solvente),

— resultados do estudo para defini¢do da gama de doses, quando tenha sido realizado,
— justificacdo para a seleccdo das doses,

— preparagio da substincia em estudo,

— modo de administra¢io da substancia em estudo,

— justificagdo da via de administracdo escolhida,

— método para a verificagdo de que a substincia em estudo atingiu a circulagdo geral ou o tecido objectivo,
quando aplicével,

— conversdo da concentracdo da substincia em estudo (ppm) na alimentagdofabeberacdo para a dose real
(mg/kg peso corporal/dia), quando aplicdvel,

— qualidade dos alimentos e da 4gua,

— descri¢do pormenorizada dos calenddrios de exposi¢do e amostragem,
— métodos de preparacio das laminas,

— métodos de medicio da toxicidade,

— critérios de contabiliza¢do dos eritrocitos imaturos micronucleados,
— nuamero de células analisadas por animal,

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

Resultados:

— sinais de toxicidade,

— proporcdo de eritrdcitos imaturos em relagdo aos eritrdcitos totais,

— ndmero de eritrécitos imaturos micronucleados em cada animal,

— médias e desvios-padrdo dos eritrécitos imaturos micronucleados por grupo,
— relagdo dose-resposta, quando seja possivel de determinar,

— andlise estatistica e respectivo método,

— dados relativos ao controlo negativo realizado em paralelo com o ensaio e dados histéricos sobre o con-
trolo negativo,

— dados relativos ao controlo positivo realizado em paralelo com o ensaio.
Discussdo dos resultados.

Conclusdes.
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ANEXO 4D

«B.13/14. MUTAGENICIDADE — ENSAIO DE MUTA(;[\O REVERSA EM BACTERIAS

METODO

O presente método é idéntico ao método OCDE TG 471 — Ensaio de mutagdo reversa bacteriana (1997).

INTRODUCAO

O ensaio de mutacdo reversa bacteriana utiliza estirpes de Salmonelas typhimurium e Escherichia coli carentes
em aminodcidos para detectar mutagdes pontuais, causadas pela substitui¢do, adi¢do ou supressio de um ou
mais pares de bases do ADN (1) (2) (3). O principio do presente ensaio de mutacdo reversa bacteriana é a
deteccdo de muta¢des que invertem as mutagdes existentes nas estirpes de ensaio, restaurando a capacidade
funcional das bactérias sintetizarem um 4cido essencial. As bactérias com mutacio reversa sdo detectadas pela
sua capacidade de crescimento na auséncia do aminodcido em que as estirpes de ensaio eram carentes.

As mutagdes pontuais causam diversas doengas genéticas humanas, existindo provas substanciais de que as
mutagdes pontuais em oncogenes e em genes supressores de tumores nas células somaticas estdo envolvidas
na formagdo de tumores nos seres humanos e em animais experimentais. O ensaio de mutagdo reversa bacte-
riana ¢ rdpido, barato e relativamente ficil de execucdo. Muitas das estirpes de ensaio tém diversas caracteristi-
cas que as tornam mais sensiveis para a detec¢do de mutac¢des, nomeadamente sequéncias de ADN identifica-
tivas dos locais de inversdo, aumento da permeabilidade celular a grandes moléculas e elimina¢do ou aumento
da ocorréncia de erros nos processos de reparacdo do ADN. A especificidade das estirpes de ensaio pode for-
necer alguma informagdo util sobre os tipos de mutagdes induzidos pelos agentes genotdxicos. Ja existe uma
grande base de dados com resultados respeitantes a uma vasta gama de ensaios de mutacdo reversa bacteriana,
tendo sido desenvolvidas metodologias com caracteristicas bem conhecidas e que utilizam produtos quimicos
com diferentes propriedades fisico-quimicas, nomeadamente compostos temporarios.

Ver também a parte B da introdugdo geral.

DEFINICOES

Ensaio de mutagdo reversa com Salmonelas typhimurium ou Escherichia coli: detecta mutacdes em estirpes
carentes num determinado aminodcido (histidina ou triptofano, respectivamente), que tem como resultado a
producdo de uma estirpe independente do abastecimento externo desse aminodcido.

Mutagéneos de substituicio de um par de bases sio os agentes que causam uma alteragdo das bases do
ADN. No ensaio de mutagdo reversa essa alteragdo pode ocorrer no local da mutagdo original ou num local
diferente do genoma bacteriano.

Mutagéneos por deslocagio do quadro de leitura sdo agentes que causam a adi¢do ou supressdo de um ou
mais pares de bases no ADN, modificando dessa forma o quadro de leitura do ARN.

CONSIDERACOES INICIAIS

O ensaio de mutagdo reversa bacteriana utiliza células procariotas, que diferem das células de mamifero em
caracteristicas como a absorcdo, metabolismo, estrutura dos cromossomas e processos de reparagio do ADN.
Os ensaios conduzidos in vitro exigem geralmente a utilizagdo de uma fonte exdgena de activagdo metabélica.
Os sistemas de activacdo metabdlica in vitro ndo reproduzem inteiramente as condigdes in vivo nos mamiferos.
O ensaio ndo fornece, por conseguinte, informacdo directa sobre a poténcia mutagénica e carcinogénica da
substincia nos mamiferos.

O ensaio de mutagdo reversa bacteriana é geralmente utilizado para a despistagem inicial da actividade geno-
toxica e, nomeadamente, para detectar a inducdo de mutacdes pontuais. Uma extensa base de dados demons-
trou que muitos produtos quimicos que ddo resultados positivos no presente ensaio apresentam uma activi-
dade mutagénica noutros ensaios. Hi exemplos de agentes mutagénicos que ndo sdo detectados pelo presente
ensaio, podendo as razdes para essas falhas ser atribuidas a natureza especifica do ponto final detectado, a
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diferengas na activagdo metabdlica ou ainda a diferencas na biodisponibilidade. Por outro lado, elementos que
aumentem a sensibilidade do ensaio de mutacdo reversa bacteriana podem conduzir a sobrestimagdo da activi-
dade mutagénica.

O ensaio de mutacdo reversa bacteriana pode nio ser apropriado para a avaliagio de certas classes de produ-
tos quimicos, nomeadamente compostos altamente bactericidas (por exemplo: certos antibidticos) e produtos
que se pensa (ou que se sabe) que interferem especificamente com o sistema de replicagdo das células de
mamiferos (por exemplo: alguns inibidores da topoisomerase e alguns compostos andlogos a nucleosideos).
Nesses casos, poderd ser mais apropriado utilizar ensaios de mutagdo em células de mamiferos.

Embora muitos dos compostos que ddo resultados positivos no presente ensaio sejam carcinogéneos para os
mamiferos, essa correlagio ndo é absoluta. Com efeito, a correlagio depende da classe quimica e, por outro
lado, alguns agentes carcinogéneos nio sio detectados no ensaio pelo facto de o seu mecanismo ou mecanis-
mos de actua¢do, ndo genotdxicos, ndo afectar(em) as células bacterianas.

PRINCIPIO DO METODO DE ENSAIO

As suspensoes bacterianas sdo expostas a substincia em estudo tanto na presenca como na auséncia de um
sistema de activacdo metabdlico exdgeno. No método de incorporagdo em placas, as suspensdes sdo mistura-
das num revestimento de gelose e depois vertidas na superficie duma lamina de gelose com meio minimo. No
método com incubagdo prévia, a mistura de tratamento é incubada e s6 depois misturada com uma cobertura
de gelose e preparada em placas com meio minimo. Independentemente da técnica que tenha sido utilizada,
as colonias com mutagdo reversa sdo contadas e comparadas com o niimero de col6nias com mutagdo reversa
espontinea em placas de controlo com solvente, apds dois ou trés dias de incubagdo.

Estdo descritos diversos procedimentos para executar o ensaio de mutagdo reversa bacteriana. Entre os mais
geralmente utilizados estdo o método de incorporagdo em placas (1) (2) (3) (4), o método com incubagdo pré-
via (2) (3) (5) (6) (7) (8), 0 método em flutuagdo (9) (10) e o método em suspensdo (11). As adaptacdes neces-
sdrias para os ensaios de gases ou vapores também se encontram descritas (12).

Os procedimentos descritos no presente método dizem principalmente respeito aos métodos de incorporagdo
em placas e com incubacdo prévia. Qualquer dos dois é aceitdvel para a realizagdo de experiéncias na pre-
sen¢a e na auséncia de um sistema de activacio metabdlica. Algumas substancias poderdo ser detectadas de
forma mais eficaz utilizando o método com incubacdo prévia. Essas substincias pertencem a classes quimicas
que incluem as nitrosaminas alifdticas de cadeia curta, os metais, os aldeidos, os corantes azéicos e compostos
diazécios, os alcaldides de priolizidina, os compostos alilicos e os compostos nitro (3). Por outro lado, certas
classes de mutagéneos nem sempre sdo detectadas quando se utilizam os procedimentos padrdo, tais como o
método de incoporacdo em placas ou o método com incubagdo prévia. Esses casos sio considerados “espe-
ciais” e recomenda-se fortemente que sejam utilizados procedimentos alternativos para a sua detecgdo. Estio
ja identificados os seguintes casos “especiais” (e exemplos dos procedimentos que podem ser utilizados para a
sua detecgdo): corantes azdicos e compostos diazéticos (3) (5) (6) (13), gases e compostos quimicos (12) (14)
(15) (16) e glicosidos (17) (18) volateis. Qualquer desvio do procedimento padrdo terd de ser cientificamente
justificado.

DESCRICAO DO METODO DE ENSAIO

Preparacao

Bactérias

Devem ser utilizadas culturas frescas de bactérias na fase final do crescimento exponencial ou no inicio da
fase estaciondria (aproximadamente 10° células/ml). Nio devem ser utilizadas culturas em fase estaciondria
adiantada. E essencial que as culturas utilizadas na experiéncia contenham um titulo elevado de células vidveis,
que pode ser demonstrado por dados historicos de controlo sobre as curvas de crescimento ou durante o pro-
prio ensaio, através da determinacdo das células vidveis em placas.

A temperatura de incubagdo recomendada é 37°C.

Devem ser utilizadas pelo menos cinco estirpes das bactérias, entre as quais quatro estirpes de S. typhimurium
(TA1535; TA1537 ou TA97 ou TA 97a; TA98; e TA100) para as quais foi demonstrado que sdo fidveis e
ddo resultados reprodutiveis entre laboratérios. Essas quatro estirpes de S. typhimurium tém um par com as
bases GC no local da inversdo primdria e sabe-se que ndo permitem detectar certos agentes mutagéneos oxi-
dantes, de ligacdo cruzada nem hidrazinas. Essas substincias podem ser detectadas utilizando as estirpes E. coli
WP2 ou S. typhimurium TA102 (19) que tém um par com as bases AT no local da inversdo primdria. Por con-
seguinte, a combinacdo de estirpes recomendada é:
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1.5.1.2.

1.5.1.3.

1.5.1.4.

1.5.2.1.

1.5.2.2.

— S. typhimurium TA1535, e

— S. typhimurium TA1537 ou TA97 ou TA97a, e
— S. typhimurium TA98, e

— S. typhimurium TA100, e

— E. coli WP2 uvrA, ou E. coli WP2 uvrA (pKM101), ou S. typhimurium TA102.

Para a deteccdo de agentes mutagéneos causadores de ligacdes cruzadas, poderd ser preferivel incluir a estirpe
TA102 ou acrescentar uma estirpe capaz de reparar o ADN de E. coli [por exemplo: E. coli WP2 ou E. coli
WP2 (pKM101)].

Devem ser utilizados os procedimentos estabelecidos para a preparagio de culturas de arranque, verificagio
dos mercadores e armazenamento. As quantidades de aminodcidos necessdrios para o crescimento (histidina
para as estirpes de S. typhimurium e triptofano para as estirpes de E. coli) devem ser demonstradas para cada
preparacdo de cultura de arranque conservada. Outras caracteristicas fenotipicas devem também ser verifica-
das, a saber: a presenca ou auséncia de plasmideos de Factor-r, quando necessdrio [ou seja, resisténcia a ampi-
cilina nas estirpes TA98, TA100 e TA97 ou TA97a, WP2 uvrA e WP2 uvrA (pKM101) e resisténcia a ampici-
lina e & tetraciclina na estirpe TA102]; presenca de muta¢des caracteristicas (ou seja, mutacdo rfa em S. typhi-
murium, através da sensibilizagdo com violeta de cristal, e mutagdo uvrA em E. coli ou mutagdo uvrB em S.
typhimurium, através da sensibilizagdo com raios ultravioleta) (2) (3). As estirpes devem ainda apresentar, de
forma espontanea, contagens de mutagdes reversas nas gamas de frequéncia esperadas em funcdo dos dados
histéricos de controlo do laboratério e também, de preferéncia, da literatura.

Meio

Serd utilizado um meio mimimo de gelose apropriado (por exemplo: contendo meio minimo Vogel-Bonner E
e glucose) e uma cobertura de gelose com histidina e biotina ou triptofano para permitir alguma divisdo celu-
lar (1) (2) (9).

Activagdo metabdlica

As bactérias devem ser expostas a substincia em estudo tanto na presenga como na auséncia de um sistema
adequado de activagdo metabdlica. O sistema mais geralmente utilizado é uma frac¢do pés-mitocondrial refor-
cada com co-factor (S9) preparada a partir de figados de roedores tratados com agentes de indugdo enzimd-
tica, como por exemplo Aroclor 1254 (1) (2) ou uma mistura de fenobarbitona e B-naftoflavona (18) (20)
(21). A fracgdo pés-mitocondrial é geralmente utilizada em concentragdes na gama de 5 a 30% v/v na mis-
tura $9. A escolha e o estado do sistema de activacdo metabdlico podem depender da classe dos produtos qui-
micos em estudo. Em alguns casos pode revelar-se adequado utilizar vérias concentra¢des diferentes de
fracgdo pds-mitocondrial. Para os corantes azdicos para os compostos diazéicos, poderd ser mais indicado um
sistema activagdo metabdlica redutor (6) (13).

Substdncia em estudo/preparagio

As substancias sdlidas devem ser dissolvidas ou suspensas em solventes ou veiculos adequados e, se necessé-
rio, diluidas antes da exposicdo das bactérias. As substancias liquidas podem ser adicionadas directamente aos
sistemas em estudo efou diluidas antes de serem adicionadas as células. Devem ser utilizadas preparagdes fres-
cas da substancia em estudo, a menos que os dados de estabilidade demonstrem que o respectivo armazena-
mento ndo coloca problemas para o ensaio.

O selvente/veiculo ndo deve reagir com a substancia em estudo, devendo ser compativel com a sobrevivéncia
das células e com a actividade da mistura S9. Caso se utilizem solventes/veiculos cujas propriedades ndo se
encontrem totalmente elucidadas, devem fornecer-se dados que justifiquem a sua compatibilidade. Sempre
que possivel, recomenda-se a utilizagdo de solventes|veiculos aquosos. Quando forem realizados ensaios de
substéncias instdveis na presenga de dgua, os solventes organicos utilizados devem ser anidros.

Condicdes do ensaio

Estirpes (ver 1.5.1.1)

Concentragdo de exposicio

A citotoxidade e a solubilidade na mistura final constituem alguns dos critérios a ter em conta na determi-
nagdo da maior quantidade da substincia em estudo a utilizar.
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1.5.2.3.

Poderd ser util determinar a toxicidade e insolubilidade através de uma experiéncia preliminar. A citotoxici-
dade pode ser detectada pela redugdo do niimero de colénias com mutacdo reversa, pela presenca de coldonias
mais claras ou de menores dimensdes ou pelo grau de sobrevivéncia das culturas expostas. A citotoxidade de
uma substancia pode variar na presenga de sistemas de activacdo metabdlicos. A insolubilidade deve ser ava-
liada em fungdo da precipitacdo verificdvel a olho nu na mistura final nas condi¢des reais do ensaio.

A concentragio médxima de ensaio recomendada para substancias soldveis ndo citotéxicas é de 5 mg/placa ou
de 5 plfplaca. Para as substincias ndo citotdxicas insoliveis a 5 mg/placa ou a 5 plfplaca, uma ou mais das
concentragdes ensaiadas devem ser insoldveis na mistura final. As substincias de ensaio citotdxicas abaixo
dos 5 mgfplaca ou 5 plfplaca devem ser ensaiadas até uma concentragdo citotoxica. O precipitado ndo deve
interferir com a contagem.

Numa experiéncia inicial, devem ser utilizadas pelo menos cinco concentra¢des analisdveis diferentes da subs-
tancia em estudo, com intervalos aproximadamente semi-logaritmicos (ou seja, GTO) entre as concentragoes.
Para a investigacdo da relagdo concentragdo-resposta poderdo ser indicados intervalos menores. Poderd ser
contemplada a possibilidade de ensaiar concentragdes superiores a 5 mg/placa ou 5 pl/placa, quando se pre-

tender avaliar substincias que contenham quantidades substanciais de impurezas potencialmente mutagénicas.

Controlos negativos e positivos

Cada experiéncia deve incluir em paralelo controlos positivos e negativos (solvente ou veiculo) especificos
para cada estirpe, devendo, para os controlos positivos, ser escolhidas concentragdes que demonstrem o
desempenho eficaz de cada ensaio.

Para os ensaios com utilizagdo de um sistema de activagdo metabdlica, a substancia de referéncia para os con-
trolos positivos deve ser seleccionada com base no tipo de estirpe de bactéria utilizada.

As seguintes substincias sio exemplos de controlos positivos apropriados para os ensaios com activagio
metabdlica:

Substancia Niimero CAS Ntimero EINECS
9,10-dimetilantraceno 781-43-1 212-308-4
7,12-dimetilbenzo[a]antraceno 57-97-6 200-359-5
benzol[a]pireno 50-32-8 200-028-5
2-aminoantraceno 613-13-8 210-330-9
ciclofosfamida 50-18-0 200-015-4
ciclofosfamida monohidrato 6055-19-2

A seguinte substincia é um controlo positivo apropriado para o método de activagio metabdlico redutor:

Substancia Nimero CAS Nuamero EINECS

Vermelho do Congo 573-58-0 209-358-4

O 2-aminoantraceno ndo deve ser utilizado como tnico indicador da eficdcia da mistura S9. Se essa substan-
cia for utilizada, cada lote S9 deve ser igualmente caracterizado com um agente mutagénico que exija acti-
vagdo metabdlica por enzimas microssdmicos, como por exemplo o benzo[a]pireno ou o dimetilbenzo[a]an-
traceno.
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As seguintes substincias sio exemplos de controlos positivos especificos apropriados para cada estirpe, ade-
quados para os ensaios sem utilizagdo de um sistema exdgeno de activagio metabdlica:

Substancia Namero CAS Numero EINECS Estirpe
nitrito de sédio 26628-22-8 247-852-1 TA 1535 e TA 100
2-nitrofluoreno 607-57-8 210-138-5 TA 98
9-aminoacridina 90-45-9 201-995-6 TA 1537, TA 97 e TA 97A
ICR 191 17070-45-0 241-129-4 TA 1537, TA 97 e TA 97A
hidroperéxido de isopropilbenzeno 80-15-9 201-254-7 TA 102
mitomicina C 50-07-7 200-008-6 WP2 uvrA e TA 102
N-etil-N-nitro-N—nitrosoguanidina 70-25-7 200-730-1 WP2, WP2 uvrA e WP2 uvrA
(PKM101)
4-nitroquinolina-1-6xido 56-57-5 200-281-1 WP2, WP2 uvrA e WP2 uvrA
(PKM101)
furilfuramida 3688-53-7 estirpes com plasmideos
(AF2)

Podem utilizar-se no controlo positivo outras substincias adequadas. A possibilidade de utilizagdo de produtos
quimicos de uma classe afim para o controlo positivo deve ser considerada, quando existam.

Devem também realizar-se controlos negativos, consistindo apenas em solvente ou veiculo e sem a substancia
em estudo, que serdo sujeitos exactamente ao mesmo procedimento que os grupos expostos. Além disso,
devem igualmente ser utilizados controlos ndo expostos a substincia em estudo, a menos que existam dados
histéricos de controlo que demonstrem que o solvente escolhido ndo induz qualquer efeito deletério ou muta-
génico.

Procedimento

Para 0 método de incorporagdo em placas (1) (2) (3) (4) sem activagdo metabdlica, utilizam-se geralmente
0,05 ml ou 0,1 ml da solugdo de ensaio, 0,1 ml de cultura bacteriana fresca (aproximadamente 10% células
vidveis) e 0,5 ml de tampdo estéril, que sdo misturados com 2,0 ml de gelose de cobertura. Para o ensaio
com activagio metabdlica, utilizam-se geralmente 0,5 ml de mistura de activagdo metabdlica, que contém
uma quantidade adequada de frac¢do pds-mitocondrial (entre 5 a 30% v/v na mistura de activacdo metabé-
lica), misturada com a gelose de cobertura (2,0 ml), as bactérias e a substincia em estudo/solugdo de ensaio.
O contetido de cada tubo é misturado e deitado sobre uma placa de meio minimo de gelose. A gelose de
cobertura deve solidificar antes da incubacio.

No método com incubagdo prévia (2) (3) (5) (6), a substincia em estudo/solucdo de ensaio é previamente
incubada com a estirpe de ensaio (aproximadamente 108 células vidveis) e o tampdo estéril ou o sistema de
activagio metabolica (0,5 ml), geralmente durante 20 minutos ou mais a 30-37°C, antes de ser misturada
com a gelose de cobertura e deitada sobre uma placa com meio minimo de gelose. Normalmente, sio utiliza-
dos 0,05 ou 0,1 ml da substancia em estudo/solu¢do de ensaio, 0,1 ml de cultura bacteriana e 0,5 ml da mis-
tura S9 ou de tampéo estéril, misturados com 2,0 ml de gelose de cobertura. Os tubos devem ser arejados
durante a pré-incubagdo, utilizando o agitador.

Para uma avaliacio adequada da variacdo, devem ser utilizadas placas em triplicado para cada dose. A utili-
zagdo de placas em duplicado ¢ aceitdvel, desde que seja justificada cientificamente. A perda ocasional de uma
placa ndo invalida necessariamente o ensaio.

As substincias gasosas ou voldteis devem ser ensaiadas por métodos apropriados, por exemplo em recipientes
selados (12) (14) (15) (16).
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2.1.

2.2.

Incubagio

Todas as placas de cada ensaio devem ser incubadas a 37°C durante 48-72 horas. Apds a incubagdo, con-
tam-se as coldnias com mutacdo reversa em cada placa.

DADOS

TRATAMENTO DOS RESULTADOS

Os dados devem ser apresentados sob a forma do ndmero de colénias com mutagdo reversa por placa. O
nimero de colénias com mutagdo reversa nas placas de controlo negativas (controlo do solvente e, se tiver
sido utilizado, controlo ndo exposto) e positivas deve também ser apresentado. As contagens individuais das
placas, o niimero médio de colénias com mutagdo reversa por placa e o respectivo desvio-padrdo devem ser
apresentados para a substancia em estudo e para os controlos positivos e negativos (ndo expostos a substancia
em estudo efou solvente).

Nio hd nenhuma exigéncia concreta para a verificagdo de uma resposta positiva clara. Os resultados ambi-
guos devem ser melhor esclarecidos, de preferéncia com modificagdo das condigdes experimentais. Os resulta-
dos negativos tém de ser confirmados caso a caso. Nos casos em que a confirmac¢do dos resultados negativos
ndo seja considerada necessdria, deve ser apresentada uma justificagdo. Para a realizacdo de experiéncias adi-
cionais, deve ser analisada a possibilidade de modificagdo dos parametros do estudo, por forma a aumentar a
gama de condi¢des avaliadas. Os pardmetros que podem eventualmente ser alterados incluem a gama de con-
centracdes, o método de tratamento (incorporagio em placas ou pré-incubagio em meio liquido) e as condi-
¢es de activacio metabdlica.

AVALIACAO E INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

Hé diversos critérios para determinar um resultado positivo, tais como um aumento do niimero de coldnias
por placa com mutacdo reversa em pelo menos uma estirpe, com ou sem sistema de activacdo metabdlico,
que esteja relacionado com a concentragdo na gama ensaiada efou que seja reprodutivel numa ou mais das
concentragdes ensaiadas (23). Deve ser tomada em consideragdo, antes de mais, a importincia bioldgica dos
resultados. Como auxilio para a avaliagio dos resultados dos ensaios, poderdo ser utilizados métodos estatisti-
cos (24). Contudo, a significancia estatistica ndo deve ser o tnico elemento de determinagdo para uma res-
posta positiva.

Uma substancia cujos resultados ndo cumpram os critérios acima indicados no presente ensaio ¢ considerada
ndo mutagénica.

Embora a maioria de experiéncias tenha resultados claramente positivos ou negativos, em casos raros o con-
junto dos dados ndo permitird que se obtenha uma opinido inequivoca sobre a actividade da substincia em

estudo, podendo acontecer que os resultados continuem a ser ambiguos ou duvidosos independentemente do
ntimero de vezes que a experiéncia seja repetida.

Um resultado positivo no ensaio de mutagdo reversa bacteriana indica que a substincia induz mutagdes pon-
tuais por substitui¢do das bases ou por deslocacido do quadro de leitura no genoma de Salmonelas typhimurium
efou Escherichia coli. Um resultado negativo indica que, nas condi¢des do ensaio, a substincia ndo é mutagé-
nica para as espécies ensaiadas.

APRESENTACAO DE RELATORIOS

RELATORIO DE ENSAIO
O relatério de ensaio deve incluir a seguinte informacio:

Solvente/veiculo:

— justificacdo para a escolha do solvente/veiculo,

— solubilidade e estabilidade da substincia em estudo no solvente/veiculo, se conhecida.
Estirpes:

— estirpes usadas,

— nimero de células por cultura,

— caracteristicas da estirpe.
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Condicoes de ensaio:

quantidade da substincia em estudo por placa (mg/placa ou plfplaca), com justificacio da escolha da dose
e do niimero de placas preparadas por concentragio,

meios utilizados,
tipo e composigio do sistema de activagdo metabdlica, incluindo critérios de aceitabilidade,

protocolo do tratamento.

Resultados:

sinais de toxicidade,

sinais de precipitagdo,

contagens individuais das placas,

ntimero médio de colénias com mutagdo reversa por placa e respectivo desvio-padrio,
relacdo dose-resposta, quando seja possivel de determinar,

andlise estatistica, quando tenha sido realizada,

dados relativos aos controlos negativo (solvente/veiculo) e positivo realizados em paralelo com o ensaio,
com as respectivas gamas, valores médios e desvios-padrio,

dados histéricos relativos aos controlos negativo (solvente/veiculo) e positivo realizados em paralelo com
0 ensaio, com as respectivas gamas, valores médios e desvios-padrio.

Discussdo dos resultados.

Conclusdes.
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ANEXO 4E

«B.17. MUTAGENICIDADE — ENSAIO DE MUTACAO GENICA EM CELULAS DE MAMIFEROS “IN VITRO”

1.

1.1.

1.2.

METODO

O presente método ¢ idéntico a0 método OCDE TG 476 — Ensaio de mutagdo génica de mamiferos “in vitro”
(1997).

INTRODUCAO

O ensaio de mutagdo génica em células de mamiferos “in vitro” pode ser utilizado para detectar mutacdes
génicas induzidas por substancias quimicas. As linhas celulares que podem ser utilizadas incluem as células
L5178Y do linfoma do rato, as linhas celulares CHO, CHO-AS52 e V79 do “hamster” chinés e as células linfo-
blastéides humanas TK6 (1). Nessas linhas celulares, os pontos finais genéticos mais utilizados sdo as muta-
¢oes da timidina quinase (TK), da hipoxantina-guanina fosforibosil transferase (HPRT) e do transgene de xan-
tina-guanina fosforibosil transferase (XPRT). Os ensaios de mutacdo TK, HPRT e XPRT detectam diferentes
gamas de ocorréncias genéticas. A localizagdo autossémica das mutagdes TK e XPRT pode permitir a deteccio
de ocorréncias genéticas (por exemplo: supressio de grandes sequéncias) que ndo sdo detectadas no “locus”
HPRT nos cromossomas X (2) (3) (4) (6).

No ensaio de mutacdo génica em células de mamiferos “in vitro”, podem ser utilizadas culturas de qualquer
linha celular ou estirpe de caracteristicas bem conhecidas. As células utilizadas sdo seleccionadas com base na
sua capacidade de desenvolvimento em cultura e na estabilidade da frequéncia das mutacdes espontaneas.

Os ensaios realizados “in vitro” exigem geralmente a utilizacdo de uma fonte exdgena de activagdo metabdlica.
Os sistemas de activagdo metabdlicos “in vitro” ndo reproduzem inteiramente as condi¢des “in vivo” nos mami-
feros. Devem portanto ser evitadas condi¢des que conduzam a resultados que néo reflectem uma mutagenici-
dade intrinseca. Os eventuais resultados positivos ndo resultantes de mutagenicidade intrinseca podem ser cau-
sados por alteracdes do pH, da pressio osmotica ou por niveis elevados de citotoxicidade (7).

O presente ensaio ¢ utilizado para o controlo de eventuais agentes mutagéneos e carcinogéneos em mamife-
ros. Embora muitos dos compostos que ddo resultados positivos no presente ensaio sejam carcinogéneos para
os mamiferos, essa correlagio ndo é absoluta. Com efeito, a correlagio depende da classe quimica e, por outro
lado, hd cada vez mais dados que provam que alguns agentes carcinogéneos ndo sio detectados no ensaio
porque parecem actuar através de mecanismos ndo genotdxicos ou através de mecanismos ausentes nas célu-
las bacterianas (6).

Ver também a parte B da introdugdo geral.

DEFINICOES

Mutagdo para diante: mutagio genética do tipo parental para a forma mutante que causa uma alteragio ou
perda de actividade enzimatica da fungdo da proteina codificada.

Mutagéneos por substituicio de um par de bases: substincias que causam a substitui¢io de um ou vdrios
pares de bases do ADN.

Mutagéneos por deslocagio do quadro de leitura: substincias que causam a adi¢do ou supressdo de um
par de bases ou de uma sequéncia de pares de bases do ADN.

Periodo de expressdo fenotipica: periodo que decorre até que os produtos dos genes inalterados se esgotem
nas células recentemente sujeitas a uma mutagao.

Frequéncia de mutacdo: relagio entre o nimero de células mutantes observadas e o niimero de células vid-
Vveis.

Crescimento total relativo: aumento no niimero de células por unidade de tempo, por comparagdo com
uma populacdo de controlo; calculado como o produto da relagio entre o crescimento em suspensdo e no
controlo negativo com a relacdo entre a eficiéncia de clonagem em suspensdo e no controlo negativo.

Crescimento relativo em suspensdo: relagio entre o aumento no niimero de células durante o periodo de
expressdo em suspensdo e no controlo negativo.
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1.3.

1.4.

1.4.1.

1.4.1.1.

1.4.1.2.

Viabilidade: eficiéncia de clonagem das células expostas incubadas em placas, apds o perfodo de expressio,
sob condi¢des selectivas.

Sobrevivéncia: eficiéncia de clonagem das células expostas incubadas em placas no fim do periodo de expo-
sicdo; a sobrevivéncia ¢ geralmente expressa em relagdo a sobrevivéncia da populagdo celular de controlo.

PRINCIPIO DO METODO DE ENSAIO

As células deficientes em timidina quinase (TK) devido a mutagdo TK*/~ — TK7~ sio resistentes aos efeitos
citotéxicos do andlogo de pirimidina da trifluorotimidina (TFT). As células que dispdem de timidina quinase
sdo sensiveis ao TFT, que causa inibi¢do do metabolismo celular e impede a divisdo da célula. Logo, as células
mutantes podem proliferar na presenga de TFT, o que ndo acontece com as células normais, com timidina
quinase. Da mesma forma, as células carentes em HPRT ou XPRT sdo seleccionadas pela resisténcia a 6-tio-
guanina (TG) ou a 8-azaguanina (AG). As propriedades da substincia em estudo devem ser cuidadosamente
tomadas em consideracdo se o ensaio de mutagdo génica em células de mamiferos for utilizado para ensaiar
uma substincia andloga das bases ou um composto relacionado com o agente selectivo. Assim, por exemplo,
deve ser investigada qualquer suspeita de toxicidade selectiva da substincia em estudo para as células mutan-
tes e ndo mutantes. Logo, o desempenho do sistema/agente selectivo deve ser confirmado quando se ensaia-
rem produtos quimicos estruturalmente relacionados com o agente selectivo (8).

As células em suspensdo ou em cultura em monocamada s3o expostas a substancia em estudo tanto na pre-
senga como na auséncia de um sistema de activagdo metabdlica durante um periodo de tempo apropriado,
sendo depois cultivadas para determinar a citotoxidade e para permitir a expressdo fenotipica antes de selec-
cionar o mutante (9) (10) (11) (12) (13). A citotoxidade é geralmente determinada através da medicdo da efi-
ciéncia relativa de clonagem (sobrevivéncia) ou do crescimento total relativo das culturas apds o periodo de
exposi¢do. As culturas expostas sdo mantidas em meio de crescimento durante um periodo de tempo sufi-
ciente, que varia em fungdo do “locus” seleccionado e do tipo de célula, por forma a permitir uma expressio
fenotipica tdo boa quanto possivel das mutagdes induzidas. A frequéncia de mutacio é determimada inocu-
lando um niimero conhecido de células num meio com agente selectivo para as células mutantes e num meio
sem agente selectivo, para determinagdo das respectivas eficiéncias de clonagem (viabilidade). Ap6s um
periodo de incubacdo apropriado, as coldnias sdo contadas. A frequéncia de mutacdo é calculada a partir do
niimero de colénias mutantes no meio selectivo e do niimero de colénias no meio nio selectivo.

DESCRICAO DO METODO DE ENSAIO

Preparagdo

Células

O presente ensaio pode ser realizado com diversos tipos de células, nomeadamente subclones das células
L5178Y, CHO, CHO-AS52, V79 ou TK6. Os tipos de célula utilizados no presente ensaio devem ter uma sen-
sibilidade demonstrada a mutagéneos quimicos, uma eficiéncia de clonagem elevada e uma frequéncia de
mutagdo espontanea estivel. As células devem ser verificadas para detectar eventuais contaminacdes por
microplasma, ndo devendo ser utilizadas se estiverem contaminadas.

O ensaio deve ser concebido para ter uma determinada sensibilidade e defini¢gdo. O niimero de células e de
culturas e as concentragdes da substancia em estudo a utilizar serdo reflexo dos parametros definidos (14). O
ntmero minimo de células vidveis que devem sobreviver a exposicdo e ser utilizadas em cada fase do ensaio
deve basear-se na frequéncia da mutacdo espontdnea. A titulo indicativo, deve ser utilizado um nimero de
células pelo menos dez vezes superior ao inverso da frequéncia de mutagdo espontdnea, com um minimo
recomendado de 10° células. Para verificacdo da consisténcia do desempenho do ensaio, devem estar disponi-
veis dados histéricos adequados sobre o sistema celular utilizado.

Meios e condigdes de cultura

Devem ser utilizados meios de cultura e condigdes de incubagdo (recipientes, temperatura, CO,, concentragio
e humidade) apropriados. Os meios devem ser escolhidos de acordo com o sistema selectivo e com o tipo de
células utilizados no ensaio. £ particularmente importante que sejam escolhidas condigdes de cultura que
garantam o crescimento Optimo das células durante o periodo de expressio e a capacidade de formacio de
coldnia por parte das células mutantes e ndo mutantes.
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1.4.1.3.

1.4.1.4.

1.4.1.5.

1.4.2.

1.4.2.1.

1.4.2.2.

Preparagio das culturas

As células sdo propagadas a partir de culturas de arranque, inoculadas no meio de cultura e incubadas a 37°C.
Antes da realizagdo no presente ensaio, as culturas poderdo ter de ser limpas de células mutantes eventual-
mente presentes.

Activagio metabdlica

As bactérias devem ser expostas a substincia em estudo tanto na presenga como na auséncia de um sistema
adequado de activacdo metabdlica. O sistema mais geralmente utilizado é uma frac¢do pés-mitocondrial refor-
cada com co-factor (S9) preparada a partir de figados de roedores tratados com agentes de indugdo enzimé-
tica, como por exemplo Aroclor 1254 (15) (16) (17) (18) ou uma mistura de fenobarbitona e B-naftoflavona
(19) (20).

A fracgdo pés-mitocondrial é geralmente utilizada em concentragdes na gama de 1-10% v/v no meio de
ensaio final. A escolha e estado do sistema de activacdo metabdlico podem depender da classe de produto qui-
mico em estudo. Em alguns casos, poderd ser apropriado utilizar mais de uma concentra¢do de fracgdo pods-
-mitocondrial.

Alguns desenvolvimentos, nomeadamente a produgdo por engenharia genética de linhas celulares que expres-
sem enzimas de activagio especificas, podem ter algum potencial em termos de activagdo enddgena. A esco-
lha das linhas celulares utilizadas deve ser cientificamente justificada (por exemplo: pela importancia da isoen-
zima do citocromo P450 para o metabolismo da substincia em estudo).

Substancia em estudo/preparacdo

As substancias solidas devem ser dissolvidas ou suspensas em solventes ou veiculos adequados e, se necessa-
rio, diluidas antes da exposi¢do das células. As substancias liquidas podem ser adicionadas directamente aos
sistemas em estudo efou diluidas antes de serem adicionadas as células. Devem ser utilizadas preparagdes fres-
cas da substancia em estudo, a menos que os dados de estabilidade demonstrem que o respectivo armazena-
mento ndo coloca problemas para o ensaio.

Condicdes de ensaio

Solvente/veiculo

O solvente/veiculo ndo deve reagir com a substincia em estudo, devendo ser compativel com a sobrevivéncia
das células e com a actividade da mistura S9. Caso se utilizem solventes/veiculos cujas propriedades ndo se
encontrem totalmente elucidadas devem fornecer-se dados que justifiquem a sua compatibilidade. Sempre que
possivel, recomenda-se a utilizagdo de solventes/veiculos aquosos. Quando forem realizados ensaios de subs-
tancias instdveis na presenca de dgua, os solventes organicos utilizados devem ser anidros. A dgua poderd ser
removida através de um filtro molecular.

Concentragdes de exposi¢do

A citotoxidade, a solubilidade no sistema de ensaio e as alteragdes do pH ou da pressio osmotica constituem
alguns dos critérios a ter em conta na determinagdo de concentragio mdaxima.

A citotoxidade deve ser determinada tanto na presenca como na auséncia de um sistema de activacdo metabo-
lica na experiéncia principal, utilizando um indicador apropriado da integridade e crescimento das células, tal
como a eficiéncia relativa de clonagem (sobrevivéncia) ou o crescimento relativo total. Poderd ser til determi-
nar a toxicidade e insolubilidade através de uma experiéncia preliminar.

Devem ser utilizadas pelo menos quatro concentragdes analisiveis. Quando existir citotoxicidade, essas con-
centragdes devem abranger uma gama de toxicidade que varie da toxicidade médxima a quase nula; o que sig-
nifica geralmente que as concentragdes devem variar num factor de 2 a V10. Se a concentracdo méxima for
definida por razdes de citotoxicidade, a sobrevivéncia relativa (eficiéncia relativa de clonagem) ou o cresci-
mento relativo total devem ser da ordem dos 10-20% (mas ndo inferiores a 10%). Para as substincias com
citotoxidade relativamente baixa, a concentracdo maxima do ensaio deve ser a mais baixa de 5 mg/ml, 5 pl/ml
ou 0,01 M.

Para substancias relativamente insoliiveis a dose mdxima a utilizar deve ser igual ou superior ao limite de
solubilidade nas condi¢des de cultura. A insolubilidade no meio final a que as células sdo expostas deve ser
demonstrada. Podera ser dtil avaliar a solubilidade no inicio e no fim do tratamento, uma vez que a mesma
se pode alterar durante a exposicdo no sistema de ensaio devido a presenca de células, de S9, de soro, etc. A
insolubilidade pode ser detectada a vista desarmada. O precipitado ndo deve interferir com as contagens
necessdrias.
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1.4.2.3.

1.4.3.

1.4.3.1.

Controlos negativos e positivos

Cada experiéncia deve incluir em paralelo controlos positivos e negativos (solvente/veiculo), tanto na presenca
como na auséncia de um sistema de activagdo metabdlica. Quando for utilizada activagdo metabdlica, o pro-
duto quimico de controlo positivo deve ser o mesmo que exige activagdo para dar uma resposta mutagénica.

As substancias de controlo positivo podem ser, por exemplo:

Condicdo de activacio Niimero
fnetabélica s Locus Substéancia Niimero CAS EINECS
Auséncia de activacdo meta- HPRT Metanossulfonato de etilo 62-50-0 200-536-7
bélica exdgena
Etil nitrosureia 759-73-9 212-072-2
TK (colénias | Metanossulfonato de metilo 66-27-3 200-625-0
pequenas €
grandes)
XPRT Metanossulfonato de etilo 62-50-0 200-536-7
Etil nitrosureia 759-73-9 212-072-2
Presenca de activagdo meta- HPRT 3-3-Metilcolantreno 56-49-5 200-276-4
bélica exdgena
N-Nitrosodimetilamina 62-75-9 200-549-8
7,12-Dimetilbenzantraceno 57-97-6 200-359-5
TK (colénias | Ciclofosfamida 50-18-0 200-015-4
pequenas e
d
grandes) Ciclofosfamida monohidrato 6055-19-2
Benzola]pireno 50-32-8 200-028-5
3-3-Metilcolantreno 56-49-5 200-276-5
XPRT N-n-Nitrosodimetilamina 62-75-9 200-549-8
(niveis elevados de S 9)
Benzol[a]pireno 50-32-8 200-028-5

Podem ser utilizadas outras substancias de referéncia apropriadas para o controlo positivo. Assim, se um labo-
ratério dispuser, por exemplo, de uma base de dados histéricos sobre a utilizagdo de 5-bromo 2'-deoxiuridina
(nimero CAS 59-14-3, ntimero EINECS 200-415-9), essa substancia de referéncia poderd também ser utili-
zada. Quando existam, deve ser analisada a possibilidade de utilizar produtos quimicos de controlo positivos
de classes quimicas relacionadas.

Devem também realizar-se controlos negativos, consistindo apenas em solvente ou veiculo e sem a substancia
em estudo, que serdo sujeitos exactamente ao mesmo procedimento que os grupos expostos. Além disso,
devem igualmente ser utilizados controlos ndo expostos a substancia em estudo, a menos que existam dados
histéricos de controlo que demonstrem que o solvente escolhido ndo induz qualquer efeito deletério ou muta-
génico.

Procedimento

Exposigdo a substdncia em estudo

As células em proliferacio devem ser expostas a substincia em estudo tanto na presenca como na auséncia
de um sistema de activagdo metabélica durante um periodo de tempo apropriado (trés a seis horas é geral-
mente eficaz). O periodo de exposi¢do pode ser alargado a um ou mais ciclos celulares.
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1.4.3.2.

2.1.

2.2.

Para cada concentragdo a ensaiar, podem ser utilizadas culturas expostas tnicas ou em duplicado. Quando
forem utilizadas culturas tnicas, o niimero de concentragdes deve ser aumentado, por forma a garantir um
ntimero de culturas adequado para a andlise (por exemplo: pelo menos oito concentragdes analisdveis). Devem
também ser incluidas culturas de controlo negativas (solventes) duplicadas.

As substancias gasosas ou voldteis devem ser ensaiadas por métodos apropriados, por exemplo em recipientes
selados (21) (22).

Medigdo da sobrevivéncia, viabilidade e frequéncia de mutacdo

No fim do periodo de exposicdo, as células sdo lavadas e cultivadas para determinar a sobrevivéncia e para
permitir a expressdo fenotipica das mutagdes. A medicio de citotoxicidade através da determinagdo da eficién-
cia relativa de clonagem (sobrevivéncia) ou do crescimento total relativo das culturas é geralmente iniciada
apds o periodo de exposicdo.

Para cada “locus”, hd um tempo minimo definido para permitir uma expressio fenotipica quase ptima das
mutacdes recentemente induzidas (0 HPRT e o XPRT exigem pelo menos de seis a oito dias e o TK pelo
menos dois dias). As células sdo cultivadas em meios com presenca e auséncia do agente selectivo para deter-
minacdo, respectivamente, do nimero de mutacgdes e da eficiéncia de clonagem. A medigdo da viabilidade
(utilizada para calcular a frequéncia de mutacdo) é iniciada no fim do perfodo de expressdo através de cultura
em placas com meio ndo selectivo.

Se a substincia em estudo der um resultado positivo no ensaio L5178Y TK'", deve ser realizada uma
medi¢do do tamanho das colénias em pelo menos uma das culturas de ensaio (a concentragio maxima com
resultado positivo) e nos controlos negativos e positivos. Se a substancia em estudo der um resultado negativo
no ensaio L5178Y'"", deve ser realizada uma medicio do tamanho das colénias nos controlos negativos e
positivos. Nos estudos que utilizem TK6TK*/", a medi¢io do tamanho das colénias poderd também ser reali-
zada.

DADOS

TRATAMENTO DOS RESULTADOS

Os dados devem incluir a determinagdo de citotoxicidade e da viabilidade, para além da contagem das col6-
nias e das frequéncias de mutacdo nas culturas expostas e nas culturas de controlo. No caso de um resultado
positivo no ensaio L5178Y TK*I", as coldnias devem ser contabilizadas utilizando o critério das coldénias
pequenas e grandes em pelo menos uma das concentracdes da substincia em estudo (a concentragdo méxima
com resultado positivo) e nos controlos negativos e positivos. A natureza molecular e citogénica das
células mutantes que formam colénias grandes e pequenas jé foi investigada em pormenor (23) (24). No
ensaio TK*/", as colénias devem ser contabilizadas utilizando os critérios do crescimento normal (colénias
grandes) e do crescimento lento (colénias pequenas) (25). As células mutantes que tenham sofrido danos
genéticos mais extensos apresentam tempos de duplicagdo maiores, pelo que formam coldnias mais pequenas.
Esses danos variam tipicamente da perda da totalidade dos genes a aberracdes cromossémicas s6 visiveis por
andlise do caridtipo. A indugdo de muta¢des que resultam no aparecimento de colénias pequenas foi asso-
ciada com produtos quimicos que induzem aberra¢des cromossémicas graves (26). As células menos seria-
mente afectadas por mutagdes apresentam taxas de crescimento semelhantes as células parentais e formam
col6nias grandes.

Deve ser apresentada a sobrevivéncia (eficiéncias relativas de clonagem) ou o crescimento total relativo. A fre-
quéncia de mutacdo deve ser expressa como a relagdo entre o niimero de células mutantes e o niimero de
células sobreviventes.

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

Nio hd nenhuma exigéncia concreta para a verificagdo de uma resposta positva clara. Os resultados ambiguos
devem ser melhor esclarecidos, de preferéncia com modificagdo das condi¢des experimentais. Os resultados
negativos tém de ser confirmados caso a caso. Nos casos em que a confirmacdo dos resultados negativos ndo
seja considerada necessdria, deve ser apresentada uma justificagdo. Para a realizacdo de experiéncias adicionais,
deve ser analisada a possibilidade de modificagdo dos pardmetros do estudo, por forma a aumentar a gama de
condi¢des avaliadas. Os pardmetros que podem eventualmente ser alterados incluem a gama de concentra¢des
e as condicdes de activagdo metabolica.

AVALIACAO E INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

Ha diversos critérios para determinar um resultado positivo, tais como um aumento da frequéncia de mutagdo
que esteja relacionado com a concentragdo na gama testada efou que seja reprodutivel. Deve ser tomada em
consideracdo, antes de mais, a importincia bioldgica dos resultados. Como auxilio para a avaliagdo dos resul-
tados dos ensaios, poderdo ser utilizados métodos estatisticos. Contudo, a importancia estatistica ndo deve ser
o0 unico elemento de determinagdo para uma resposta positiva.
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Uma substancia cujos resultados ndo cumpram os critérios acima indicados no presente ensaio é considerada
ndo mutagénica.

Embora a maioria das experiéncias tenha resultados claramente positivos ou negativos, em casos raros o con-
junto dos dados ndo permitird que se obtenha uma opindo inequivoca sobre a actividade da substincia em
estudo, podendo acontecer que os resultados continuem a ser ambiguos ou duvidosos independemente do
ntimero de vezes que a experiéncia seja repetida.

Um resultado positivo no ensaio de mutagio génica em células de mamiferos “in vitro” indica que a substancia
induz mutagdes génicas nas culturas de células de mamiferos utilizadas. Uma resposta positiva a concentragdo
que seja reprodutivel é mais significativa. Um resultado negativo indica que, nas condi¢des do ensaio, a subs-
tancia ndo induz mutagdes génicas nas culturas de células de mamifero utilizadas.

3. APRESENTACAO DE RELATORIOS

RELATORIO DE ENSAIO
O relatério de ensaio deve incluir a seguinte informagio:

Solvente/veiculo:
— justificagdo para a escolha do veiculo,

— solubilidade e estabilidade da substancia em estudo no solvente/veiculo, se conhecida.

Células:

— tipo e origem das células,

— ndmero de culturas celulares,

— ntmero de transferéncias, quando aplicdvel,

— métodos de manutencio da cultura celular, quando aplicdvel,

— auséncia de micoplasma.

Condigoes de ensaio:

— justificacdo para a seleccdo das concentra¢des e do niimero de culturas, incluindo, por exemplo, dados
sobre a citotoxicidade e sobre as limitagdes de solubilidade, quando disponiveis,

— composi¢do dos meios, concentragio de CO,

— concentracgio da substincia em estudo,

— volumes adicionados do veiculo e da substincia em estudo,

— temperatura de incubagio,

— tempo de incubago,

— duragdo de tratamento,

— densidade celular durante a exposicio,

— tipo e composi¢do do sistema de activagdo metabdlica, incluindo critérios de aceitabilidade,
— controlos positivos e negativos,

— duragdo do perfodo de expressdo (incluindo o niimero de células inoculadas e os calenddrios de sub cul-
tura e de alimentac¢do, quando aplicével),

— agentes selectivos,

— critérios definidos para que o estudo seja considerado positivo, negativo ou ndo conclusivo,
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métodos utilizados para a enumeragdo dos niimeros de células mutantes e vidveis,

definicdo das colénias cuja dimensdo e tipo sdo caracterizados (incluindo os critérios para a defini¢do de
colénias “pequenas” e “grandes”, conforme apropriado).

Resultados:

sinais de toxicidade,
sinais de precipitagdo,

dados sobre o pH e a pressio osmdtica durante a exposi¢io a substancia de ensaio, caso tenham sido
determinados,

dimensdo das coldnias, caso tenha sido medida pelo menos para os controlos positivos e negativos,

capacidade do laboratério para a deteccio de pequenas colénias mutantes no sistema L5178Y TK'/,
quando aplicével,

relacdo dose-resposta, quando seja possivel de determinar,
andlise estatistica, quando tenha sido realizada,
dados relativos ao controlo negativo (solvente/veiculo) e positivo realizados em paralelo com o ensaio,

dados histéricos sobre o controlo negativo (solvente/veiculo) e positivo, com as gamas, valores médios e
desvios-padrio,

frequéncia das mutacdes.

Discussdo dos resultados.

Conclusdes.
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1.2.

ANEXO 4F

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

METODO

O presente método ¢ idéntico ao método OCDE TG 483 — Ensaio de aberracdo cromossémica em esperma-
togénias de mamifero (1997).

INTRODUCAO

O objectivo do ensaio in vivo de aberragdes cromossémicas em espermatogénias de mamifero é identificar as
substincias que causam aberragdes cromossomicas estruturais nas células espermatogénias de mamifero (1)
(2) (3) (4) (5). As aberragdes estruturais podem ser de dois tipos, cromossémicas ou cromatidicas. A maior
parte dos mutagéneos quimicos induzem aberracdes cromatidicas, mas também podem ocorrer aberracdes
cromossomicas. O método ndo foi concebido para medir aberragdes numéricas e ndo é normalmente utili-
zado com esse objectivo. As muta¢des cromossémicas e eventos relacionados causam diversas doencas genéti-
cas humanas.

O presente ensaio mede eventos a nivel dos cromossomas de células germinais espermatogénias e, por conse-
guinte, pressupde-se que tenha um caricter de previsdo da indugdo de mutagdes transmissiveis nas células
germinais.

No presente ensaio utilizam-se normalmente roedores. O ensaio citogénico in vivo detecta aberra¢des cromos-
sOmicas nas mitoses das espermatogénias. O método ndo diz respeito a outros tipos de células.

Para detectar aberra¢des cromatidicas em células espermatogénias, deve examinar-se a primeira divisio mitd-
tica da célula apds a exposigdo, antes que as eventuais lesdes sejam perdidas por via de divisdes celulares sub-
sequentes. Para obten¢do de informacdo adicional sobre as células germinais das espermatogénias expostas
pode proceder-se a andlise dos cromossomas durante a meiose, para detec¢do de aberragdes cromossémicas
na diacinese-metafase I, momento em que as células expostas passam a forma de espermatdcitos.

O presente ensaio in vivo foi concebido para investigar se os agentes mutagéneos das células somdticas tam-
bém sdo activos para as células germinais. Além disso, o ensaio das espermatogénias é relevante para a ava-
liagio dos riscos de mutagenicidade, na medida em que permite a consideragdo dos elementos do metabo-
lismo in vivo, da farmacocinética e dos processos de reparacdo do ADN.

Nos testiculos estdo presentes diversas geracdes de espermatogénias, com diferentes graus de sensibilidade ao
tratamento quimico. Logo, as aberragdes detectadas representam uma resposta agregada das varias populagdes
de células espermatogénias expostas, com predominéncia para as células espermatogénias mais diferenciadas,
que sdo em maior nimero. Dependendo da sua posigdo no testiculo, diferentes geragdes de espermatogdnias
poderdo ou ndo ser expostas a circulacdo geral, devido a barreira fisica e fisioldgica constituida pelas células
de Sertoli e a barreira sangue-testiculo.

Se existirem provas de que nem a substincia em estudo nem nenhum dos seus metabolitos reactivos entram
em contacto com o tecido objectivo, o presente ensaio ndo é apropriado.

Ver também a parte B da introdugio geral.

DEFINICOES

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

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

Lacuna: lesdo acromdtica de extensdo inferior a largura de um cromatideo e que determine um ligeiro desali-
nhamento do mesmo.

Aberracio numérica: alteragio do nimero de cromossomas relativamente ao niimero de cromossomas
caracteristico das células utilizadas.
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1.4.

1.4.1.

1.4.1.1.

1.4.1.2.

1.4.1.3.

1.4.1.4.

1.4.2.

1.4.2.1.

1.4.2.2.

Poliploidia: nimero de cromossomas mdltiplo do niimero hapléide (n), mas diferente do dipléide (ou seja,
3n, 4n e assim por diante).

Aberracio estrutural: alteracdo da estrutura dos cromossomas detectdvel por exame microscdpico das célu-
las em metafase sob a forma de supressio de segmentos, de alteragdes de partes da sequéncia ou da troca de
segmentos num cromatideo ou entre cromatideos.

PRINCIPIO DO METODO DE ENSAIO

Os animais sdo expostos a substincia em estudo através de um modo de exposi¢do apropriado, sendo sacrifi-
cados passado o tempo necessdrio apds a exposi¢do. Antes do sacrificio, os animais s3o tratados com um
agente de fixacio da metafase (por exemplo: colchicina ou Colcemid®). Seguidamente, sio feitas preparacdes
de cromossomas a partir das células germinais e, apds serem coradas, as células em metafase sdo analisadas
para detecgdo de aberragdes cromossomicas.

DESCRICAO DO METODO DE ENSAIO
Preparacao
Seleccio das espécies animais

Geralmente, sdo utilizados ratos ou hamsters chineses machos, embora possam ser utilizados machos de qual-
quer outra espécie de mamifero apropriada. Devem ser utilizados animais adultos saudéveis jovens das racas
de laboratério mais comuns. No inicio do estudo, a diferenga de peso entre os animais deve ser minima, ndo
devendo exceder £20% do peso médio de cada sexo.

Condigdes de acomodagdo e alimentacdo

Devem ser aplicadas as condi¢es gerais referidas na introducdo geral, parte B, embora o objectivo para a
humidade deva ser de 50-60%.

Preparagdo dos animais

Os animais machos adultos saudéveis jovens sdo distribuidos aleatoriamente pelos grupos de controlo e pelos
grupos expostos. As gaiolas devem ser dispostas de modo a que eventuais efeitos devidos a respectiva colo-
cagdo sejam minimizados. Os animais sdo identificados de forma inequivoca, devendo ser aclimatados as con-
digoes de laboratério durante pelo menos cinco dias antes de se iniciar o estudo.

Preparagdo das doses

As substancias solidas devem ser dissolvidas ou suspensas em solventes ou veiculos adequados e, se necessé-
rio, diluidas antes de serem administradas aos animais. As substincias liquidas podem ser adicionadas directa-
mente aos sistemas em estudo efou diluidas antes de serem adicionadas as células. Devem ser utilizadas prepa-
ragdes frescas da substincia em estudo, a menos que os dados de estabilidade demonstrem que o respectivo
armazenamento ndo coloca problemas para o ensaio.

Condicdes do ensaio

Solvente/veiculo

O solvente/veiculo ndo deve reagir com a substincia em estudo, ndo devendo produzir efeitos toxicos nas
doses utilizadas. Caso se utilizem solventes/veiculos cujas propriedades ndo se encontrem totalmente elucida-
das, devem fornecer-se dados que justifiquem a sua compatibilidade. Sempre que possivel, recomenda-se a uti-
lizagdo de um solvente/veiculo aquoso.

Controlos

Cada experiéncia deve incluir em paralelo controlos positivos e negativos (solvente/veiculo). Com excepg¢do da
exposigdo a substincia em estudo, todos os animais, incluindo os dos grupos de controlo, devem ser manu-
seados de forma idéntica.



8.6.2000

Jornal Oficial das Comunidades Europeias

L 136/75

1.5.

Os controlos positivos devem produzir aberra¢es estruturais in vivo nas células espermatogénias quando
administrados aos niveis de exposicdo a que se espera o surgimento de um aumento detectdvel em relacdo a
linha de base.

A dose de controlo positiva a administrar deve ser escolhida de modo a que os seus efeitos sejam claros mas
também a que as laminas codificadas ndo sejam imeditamente identificadas pela pessoa que procede as leitu-
ras. £ aceitavel que o controlo positivo seja administrado por uma via diferente da substincia em estudo e
que s6 seja realizada uma amostra. A possibilidade de utilizacdo de produtos quimicos de uma classe relacio-
nada para o controlo positivo deve ser considerada, quando existam. As substincias de controlo positivo
podem incluir, por exemplo:

Substancia Nuamero CAS Ntmero EINECS
Ciclofosfamida 50-18-0 200-015-4
Ciclofosfamida monohidrato 6055-19-2
Ciclohexilamina 108-91-8 203-629-0
Mitomicina C 50-07-7 200-008-6
Acrilamida monomérica 79-06-1 201-173-7
Trietilenomelamina 51-18-3 200-083-5

Para cada amostragem prevista, devem ser incluidos controlos negativos expostos apenas ao solvente ou vei-
culo que serdo sujeitos exactamente ao mesmo procedimento que 0s grupos expostos, a menos que existam
dados histéricos de controlo aceitiveis em relacdo a variabilidade de animal para animal e a frequéncia da
ocorréncia de células com aberragdes cromossémicas. Além disso, devem ser também preparados controlos
ndo expostos a substincia em estudo, a menos que existam dados de controlo histéricos ou publicados que
mostrem que o solvente/veiculo escolhido ndo induz qualquer efeito deletério ou mutagénico.

PROCEDIMENTO

Namero de animais

Cada grupo exposto e de controlo deve incluir pelo menos cinco animais machos analisdveis.

Programacio do tratamento

As substancias de ensaio sdo preferivelmente administradas numa ou em duas doses (ou seja, numa sé expo-
sicdo ou em duas exposi¢des). As substincias poderdo igualmente ser administradas numa dose dividida, ou
seja, duas exposicdes no mesmo dia, separadas por apenas algumas horas, para facilitar a administracdo de
grandes volumes. Qualquer outro regime de administragdo terd de ser cientificamente justificado.

No grupo exposto a dose mais elevada, serdo realizadas duas amostras ap6s a exposi¢do. Uma vez que a ciné-
tica celular poderd ser afectada pela substincia em estudo, serdo colhidas duas amostras, uma cerca de 24
horas apés a exposi¢do e outra cerca de 48 horas apds a exposi¢do. Para os restantes animais, deve ser
colhida uma amostra 1,5 ciclos celulares normais ou 24 horas apés a exposi¢do, a ndo ser nos casos em que
se saiba que a utilizagdo de outros tempos de amostragem é mais apropriada para a detecgdo dos efeitos (6).

Para além disso, poderdo ser utilizados outros tempos de amostragem. Assim, por exemplo, no caso de pro-
dutos quimicos que possam induzir lagging cromossémico ou efeitos independentes do factor S, poderd ser
necessario fazer a amostragem mais cedo (1).

A necessidade ou ndo de uma repeti¢do da exposicdo terd de ser avaliada caso a caso. Se o tratamento for
repetido, os animais devem ser sacrificados 24 horas (1,5 ciclos celulares) ap6s a dltima exposicdo. Quando
necessario, poderdo ser realizadas amostras adicionais.

Antes do sacrificio, os animais sdo injectados intraperitonealmente com uma dose apropriada de um agente
de fixacdo da metafase (por exemplo: Colcemid® ou colchicina). As amostras serdo colhidas a intervalos regu-
lares a partir desse momento. Esse intervalo corresponde a aproximadamente 3-5 horas para os ratos e a 4-5
horas para os hamsters chineses.
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Doses

Se for realizado um estudo para avaliagdo da gama de doses a administrar, por ndo estarem disponiveis dados
apropriados, esse estudo deve ser executado no mesmo laboratério, utilizando as mesmas espécies, linha celu-
lar e regime de exposi¢do a utilizar no estudo principal (7). Se existir toxicidade, serdo utilizadas trés doses
diferentes para a primeira amostragem. Essas doses devem abranger uma gama de toxicidade méxima a quase
nula. Na segunda amostragem sé serd necessdrio avaliar a dose mais elevada. A dose mais elevada é definida
como a dose que produz sinais de toxicidade tais que indiquem que a utilizagdo de doses superiores, com o
mesmo regime de administra¢do, produzird mortalidade.

As substincias com actividade bioldgica especifica em doses baixas e ndo tdxicas (como acontece com as hor-
monas e agentes mitogénicos) poderdo constituir uma excepcdo aos critérios de fixa¢do da dose, devendo ser
avaliadas numa base casuistica. A dose mais elevada pode igualmente ser definida como uma dose que produz
algumas indicagdes de toxicidade nas espermatogénias (por exemplo: redugdo da taxa de mitose das esperma-
togdnias na primeira e segunda metafase meidticas; esse redugdo néo deve ser superior a 50%).

Ensaio limite

Se um ensaio com uma dose de pelo menos 2 000 mg/kg de peso corporal numa Gnica exposicdo ou em
duas exposi¢cdes no mesmo dia ndo produzir nenhum efeito toxico perceptivel e se ndo for previsivel a exis-
téncia de toxicidade genética com base nos dados respeitantes a substincias estruturalmente relacionadas,
poderd ndo ser considerado necessdrio um estudo completo com utilizagdo de trés doses diferentes. A expo-
sicdo prevista para o ser humano pode indicar a necessidade de se utilizarem doses mais elevadas nos ensaios
limite.

Administracio das doses

A substincia em estudo é geralmente administrada por sonda esofdgica, utilizando um tubo estomacal ou
canula de intubagdo apropriada, ou por injec¢do intraperitoneal. Poderdo ser aceites, mediante justificacdo,
outras vias de administragdo. O volume méximo de liquido que pode ser administrado de cada vez por sonda
esofdgica ou por injec¢do depende também do tamanho do animal de ensaio, ndo devendo exceder 2 ml/100 g
de peso corporal. A utilizagdo de volumes mais elevados deve ser justificada. Com excepcdo das substincias
que causem irritacio ou que sejam corrosivas, cujos efeitos serdo normalmente agravados em concentragdes
mais altas, a variabilidade do volume de ensaio deve ser minimizada através do ajustamento das concentra-
¢des, por forma a garantir um volume constante para todas as doses a administrar.

Preparacio dos cromossomas

Imediatamente apds o sacrificio, devem ser preparadas suspensdes celulares de um ou de ambos os testiculos,
que serdo seguidamente expostas a uma solucdo hipotdnica e fixadas. As células sio depois esfregadas em
laminas e coradas.

Andlise

Devem ser analisadas pelo menos 100 células em metafase avancada de cada animal (ou seja, um minimo de
500 metafases por grupo). Este ndmero poderd ser menor quando se verificarem taxas elevadas de aberracdes.
Todas as laminas, incluindo as dos controlos positivos e negativos, devem ser independentemente codificadas
antes da andlise microscépica. Uma vez que os procedimentos de preparacdo das 1aminas ddo frequentemente
lugar & ruptura de uma certa propor¢do das células em metafase, com perda de cromossomas, as células con-
tabilizadas devem conter um niimero de centrémeros igual a 2n= 2.

DADOS

TRATAMENTO DOS RESULTADOS

Os dados respeitantes a cada animal devem ser apresentados num quadro. A unidade experimental é o animal.
Para cada animal, devem ser verificados o niimero de células com aberracdes cromossémicas e o ntimero de
aberragbes cromossémicas por célula. Os diferentes tipos de aberracdo cromossémica estrutural devem ser
enumerados com os respectivos niimeros e frequéncias para os grupos expostos a substincia em estudo e de
controlo. A ocorréncia de lacunas é registada em separado e incluida no relatério, mas ndo é geralmente con-
tabilizada para o cdlculo da frequéncia total das aberracdes.

Se para além das mitoses também se observarem meioses, a relacio entre o nimero de mitoses e de metafases
I ou II das espermatogdnias deve ser determinada num total de 100 células em divisio por animal, para
medi¢do da citotoxicidade em todos os animais expostos a substincia em estudo e do controlo negativo, de
forma a poder estabelecer se existem efeitos citotxicos. Se s6 se observarem mitoses, o indice mitdtico deve
ser calculado utilizando pelo menos 1 000 células de cada animal.
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AVALIACAO E INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

Haé diversos critérios para determinar um resultado positivo, como por exemplo um aumento do niimero de
células com aberracdes cromossomicas relacionado com a dose ou um claro aumento do niimero de células
com aberragdes num determinado grupo e numa determinada amostragem. Deve ser tomada em conside-
ragdo, antes de mais, a importancia bioldgica dos resultados. Como auxilio para a avaliacio dos resultados
dos ensaios, poderdo ser utilizados métodos estatisticos (8), embora a significincia estatistica ndo deva ser o
Unico elemento para a determina¢do de uma resposta positiva. Os resultados ambiguos devem ser esclarecidos
através de estudos adicionais, de preferéncia com modificacdo das condi¢des experimentais.

Uma substancia cujos resultados ndo cumpram os critérios acima indicados no presente ensaio é considerada
ndo mutagénica.

Embora a maioria de experiéncias tenha resultados claramente positivos ou negativos, em casos raros o con-
junto dos dados ndo permitird que se obtenha uma opinido inequivoca sobre a actividade da substincia em
estudo, podendo acontecer que os resultados continuem a ser ambiguos ou duvidosos independentemente do
ntimero de vezes que a experiéncia seja repetida.

Um resultado positivo no ensaio in vitro para aberra¢des cromossémicas em espermatogénias indica que a
substincia em estudo induz aberra¢des cromossomicas estruturais nas células germinais das espécies testadas.
Um resultado negativo indica que, nas condigdes do ensaio, a substincia em estudo ndo induz aberra¢des cro-
mossOmicas estruturais nas células germinais das espécies testadas.

Deve ser discutida a probabilidade de a substancia em estudo ou os seus metabolitos alcangarem o sistema
circulatério geral ou especificamente o tecido objectivo.

APRESENTACAO DE RELATORIOS

RELATORIO DE ENSAIO
O relatério de ensaio deve incluir a seguinte informagio:

Solvente/veiculo:
— justificagdo para a escolha do veiculo,

— solubilidade e estabilidade da substincia em estudo no solvente/veiculo, se conhecida.

Animais de ensaio:

— espécie/linha celular utilizada,

— ndmero e idade dos animais,

— origem, condi¢des de acomodacio, alimentacdo, etc.,

— peso de cada animal no inicio do ensaio, incluindo a gama de pesos, a respectiva média e o desvio-
-padrio para cada grupo.

Condicdes de ensaio:

— resultados do estudo para definicio da gama de doses, quando tenha sido realizado,
— justificacdo para a seleccdo das doses,

— justificagdo da via de administra¢do escolhida,

— preparagdo da substancia em estudo,

— modo de administra¢do da substancia em estudo,

— justificacdo do momento do sacrificio,
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— conversdo da concentragdo da substincia em estudo (ppm) na alimentagdofabeberacdo para a dose real
(mg/kg peso corporal/dia), quando aplicdvel,

— qualidade dos alimentos e da 4gua,

— descrigdo pormenorizada dos calendarios de tratamento e amostragem,

— métodos de medicio da toxicidade,

— substancia utilizada para fixar a metafase, respectiva concentracdo e duragio da exposicio,
— métodos de prepara¢do das laminas,

— critérios de contabiliza¢io das aberracdes,

— ndmero de células analisadas por animal,

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

Resultados:

— sinais de toxicidade,

— indice mitético,

— proporcio de células espermatogénias em mitose em relagdo as células em metafase I ou I,
— tipo e niimero de aberragdes, discriminados para cada animal,

— nuamero total de aberragdes por grupo,

— ntmero de células aberrantes por grupo,

— relacdo dose-resposta, quando seja possivel de determinar,

— andlise estatistica, quando tenha sido realizada,

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

— dados histéricos sobre o controlo negativo, com as respectivas gama, valor médio e o desvio-padrio,
— dados relativos ao controlo positivo realizado em paralelo com o ensaio,

— altera¢des da ploidia, quando observadas.
Discussdo dos resultados.

Conclusdes.
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ANEXO 4G

«B.39. ENSAIO IN VIVO DA SINTESE NAO PROGRAMADA (UDS) DE ADN EM CELULAS DO FIGADO DE

1.1.

1.2

1.3.

MAMIFEROS

METODO

O presente método ¢ idéntico ao método OCDE TB 486 — Ensaio in vivo da sintese ndo programada (UDS)
de ADN em células do figado de mamiferos (1997).

INTRODUCAO

O objectivo do ensaio in vivo da sintese ndo programada (UDS) de ADN em células do figado de mamiferos é
identificar as substancias que induzem a reparacdo do ADN nas células do figado de animais expostos & subs-
tancia em estudo (1) (2) (3) (4).

O presente ensaio in vivo apresenta um método para investigagdo dos efeitos dos produtos quimicos genotéxi-
cos sobre o figado. O valor limite medido ¢ indicativo dos danos e da subsequente reparagdio do ADN em
células do figado. O figado é geralmente o local principal de metabolizagio dos compostos absorvidos, pelo
que € particularmente apropriado para avaliar os danos do ADN in vivo.

Se existirem provas de que nem a substancia em estudo nem nenhum dos seus metabolitos reactivos entram
em contacto com o tecido objectivo, o presente ensaio ndo é apropriado.

O ponto final da sintese ndo programada (UDS) de ADN ¢é medido através da determinacdo da incorporagio
de nucleétidos marcados por células que ndo se encontram numa fase de sintese programada de ADN (fase
S). A técnica mais utilizada é a determinagdo da incorporagdo de timidina marcada com tritio (*H-TdR) por
autoradiografia. Nos ensaios UDS in vivo sdo geralmente utilizados figados de rato. Podem também ser utiliza-
dos outros tecidos, mas ndo é esse o objectivo do presente método.

A detecgdo de uma resposta UDS depende do nimero de bases do ADN excizadas e substituidas no local
danificado. Por conseguinte, o ensaio UDS ¢ particularmente vélido para a detecgdo de “reparacdo de cadeias
longas” (20-30 bases) induzida pela substancia. A “reparacdo de cadeias curtas” (1-3 bases) é, pelo contrdrio,
detectada com uma sensibilidade muito mais baixa. Além disso, podem existir eventos mutagénicos decorren-
tes da ndo reparacdo, reparagdo incorrecta ou de problemas de replicacdo das lesdes do ADN. A extensdo da
resposta UDS ndo dd qualquer indicagdo em relagdo a fidelidade do processo de reparacdo. Além disso, é pos-
sivel que um agente mutagéneo reaja com o ADN mas que os danos do ADN ndo sejam posteriormente repa-
rados através de um processo de reparacdo da excisdo. A auséncia de informacdo especifica sobre a actividade
mutagénica do ensaio UDS é compensada pela potencial sensibilidade do seu ponto final, uma vez que é
medido na totalidade do genoma.

Ver também a parte B da introdugdo geral.

DEFINICOES

Células em reparagdo: apresentam uma granulagio nuclear liquida (NNG) superior a um valor pré-determi-
nado, a justificar pelo laboratério que conduz o ensaio.

Granulacio nuclear liquida (NNG): medida quantitativa da actividade celular UDS em ensaios autoradiogré-
ficos UDS, calculada pela subtraccdo do niimero médio de granulos citopldsmicos em sectores citopldsmicos
equivalentes ao nticleo (CG) ao niimero de granulos nucleares (NG): NNG = NG - CG. As contagens NNG sdo
calculadas para cada célula e sdo depois ponderadas para as células de uma cultura, em culturas paralelas, etc.

Sintese ndo programada (UDS) de ADN: sintese de reparagdo do ADN apés excisdo e remogdo de uma
sequéncia de ADN que contém uma regido danificada por indugdo de substancias quimicas ou de agentes fisi-
Cos.

PRINCIPIO DO METODO DE ENSAIO

O ensaio UDS in vivo em células do figado de mamiferos indica a ocorréncia de uma sintese de reparagdo do
ADN ap6s excisdo e remogdo de uma sequéncia de ADN que continha uma regido danificada por indugdo de
substancias quimicas ou de agentes fisicos. O ensaio baseia-se geralmente na incorporacdo de *H-TdR no
ADN de células do figado com uma baixa propor¢do de células na fase S do ciclo celular. A incorporagio
de *H-TdR ¢é geralmente determinada por autoradiografia, uma vez que esta técnica ndo é tdo sensivel a inter-
feréncia das células em fase S como, por exemplo, a contagem de cintilagdo em meio liquido.
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1.4.

1.4.1.

1.4.1.1.

1.4.1.2.

1.4.1.3.

1.4.1.4.

1.4.2.

1.4.2.1.

1.4.2.2.

DESCRICAO DO METODO
Preparacao
Seleco das espécies animais

Geralmente sdo utilizados ratos, embora possa ser utilizada qualquer outra espécie de mamifero apropriada.
Devem ser utilizados animais adultos sauddveis jovens das ragas de laboratério mais comuns. No inicio do
estudo, a diferenca de peso entre os animais deve ser minima, ndo devendo exceder +20% do peso médio de
cada sexo.

Condigdes de acomodagdo e alimentagio

Devem ser aplicadas as condigBes gerais referidas na introdugdo geral, parte B, embora o objectivo para a
humidade deva ser de 50-60%.

Preparagdo dos animais

Os animais adultos saudéveis jovens sdo distribuidos aleatoriamente pelos grupos de controlo e pelos grupos
expostos. As gaiolas devem ser dispostas de modo a que eventuais efeitos devidos a respectiva colocagdo
sejam minimizados. Os animais s3o identificados de forma inequivoca, devendo ser aclimatados as condicdes
de laboratério durante pelo menos cinco dias antes de se iniciar o estudo.

Preparagdo das doses

As substancias sélidas devem ser dissolvidas ou suspensas em solventes ou veiculos adequados e, se necessé-
rio, diluidas antes de serem administradas aos animais. As substancias liquidas podem ser adicionadas directa-
mente aos sistemas em estudo efou diluidas antes de serem adicionadas as células. Devem ser utilizadas prepa-
racdes frescas da substincia em estudo, a menos que os dados de estabilidade demonstrem que o respectivo
armazenamento ndo coloca problemas para o ensaio.

Condi¢des do Ensaio

Solvente/veiculo

O solvente/veiculo ndo deve reagir com a substincia em estudo, ndo devendo produzir efeitos téxicos nas
doses utilizadas. Caso se utilizem solventes/veiculos cujas propriedades ndo se encontrem totalmente elucida-
das, devem fornecer-se dados que justifiquem a sua compatibilidade. Sempre que possivel, recomenda-se a uti-
lizagdo de um solvente/veiculo aquoso.

Controlos

Cada experiéncia deve incluir em paralelo controlos positivos e negativos (solvente/veiculo). Com excep¢io da
exposi¢do a substincia em estudo, todos os animais, incluindo os dos grupos de controlo, devem ser manu-
seados de forma idéntica.

Os controlos positivos devem ser substancias comprovadamente causadoras de UDS quando administradas
aos niveis de exposicdo a que se espera o surgimento de um aumento detectdvel em relacdo a linha de base.
Os controlos positivos que exijam activagdo metabélica devem ser utilizados em doses que desencadeiem uma
resposta moderada (4). A dose de controlo positiva a administrar deve ser escolhida de modo a que os seus
efeitos sejam claros mas também a que as laminas codificadas ndo sejam imediatamente identificadas pela pes-
soa que procede as leituras. As substincias de controlo positivo podem incluir, por exemplo:

Tempo de amostragem Substancia Namero CAS Namero EINECS
Amostragens iniciais (2-4 horas) N-nitrosodimetilamina 62-75-9 200-249-8
Amostragens finais (12-16 horas) N-2-fluorenilacetamida (2-AAF) 53-96-3 200-188-6

Podem ser utilizadas outras substancias de controlo positivo apropriadas. O controlo positivo pode ser admi-
nistrado por uma via diferente da substincia em estudo.
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1.5.

PROCEDIMENTO

Nimero e sexo de animais

Deve ser utilizado um nimero de animais suficiente para que a variagdo bioldgica natural seja tomada em
consideragdo nos resultados do ensaio, com pelo menos trés animais analisiveis por grupo. Se jd existir uma
base de dados histéricos significativa, os grupos de controlo positivo e negativo poderdo conter apenas um
ou dois animais.

Se no momento do estudo existirem dados disponiveis de estudos com as mesmas espécies e com utilizacdo
da mesma via de administragio que demonstrem que ndo hd qualquer diferenca substancial de toxicidade
entre os sexos, serd suficiente testar um dnico sexo, de preferéncia o sexo masculino. Nos casos em que a
exposi¢do humana aos produtos quimicos possa ser especifica a cada sexo, como acontece com alguns produ-
tos farmacéuticos, o ensaio deve ser executado com animais do sexo em causa.

Programacio do tratamento

As substancias de ensaio sdo preferivelmente administradas numa tnica exposicao.

Doses

Normalmente, sdo utilizadas pelo menos duas doses diferentes. A dose mais elevada é definida como a dose
que produz sinais de toxicidade tais que indiquem que a utilizagdo de doses superiores, com 0 mesmo regime
de administragdo, produzird mortalidade. Em termos gerais, a dose inferior deve ser de 25-50% da dose mais
elevada.

As substancias com actividade bioldgica especifica em doses baixas e ndo téxicas (como acontece com as hor-
monas e agentes mitogénicos) poderdo constituir uma excepcdo aos critérios de fixacdo da dose, devendo ser
avaliadas caso a caso. Se for realizado um estudo para avaliagio da gama de doses a administrar, por ndo
estarem disponiveis dados apropriados, esse estudo deve ser executado no mesmo laboratério, utilizando as
mesmas espécies, linha celular, sexo e regime de exposi¢do a utilizar no estudo principal.

A dose mais elevada pode igualmente ser definida como uma dose que produz algumas indicagdes de toxici-
dade no figado (por exemplo: nicleos picnoticos).

Ensaio limite

Se um ensaio com uma dose de pelo menos 2 000 mg/kg de peso corporal numa Gnica exposicdo ou em
duas exposi¢des no mesmo dia ndo produzir nenhum efeito toxico perceptivel e se ndo for previsivel a exis-
téncia de toxicidade genética com base nos dados respeitantes a substincias estruturalmente relacionadas,
poderd ndo ser considerado necessdrio um estudo completo. A exposi¢do prevista para o ser humano pode
indicar a necessidade de se utilizarem doses mais elevadas nos ensaios limite.

Administracio das doses

A substancia em estudo é geralmente administrada por sonda esofdgica, utilizando um tubo estomacal ou
canula de intubacdo apropriada. Poderdo ser aceites, mediante justificacdo, outras vias de administragdo, mas
a via intraperitoneal ndo é recomendada, uma vez que poderd expor o figado a substancia em estudo directa-
mente e ndo através do sistema circulatério. O volume maximo de liquido que pode ser administrado de cada
vez por sonda esofdgica ou por injec¢do depende também do tamanho do animal de ensaio, ndo devendo
exceder 2 ml/100 g de peso corporal. A utilizacdo de volumes mais elevados deve ser justificada. Com
excepcdo das substancias que causem irritacdo ou que sejam corrosivas, cujos efeitos serdo normalmente agra-
vados em concentra¢des mais altas, a variabilidade do volume de ensaio deve ser minimizada através do ajus-
tamento das concentragdes, por forma a garantir um volume constante para todas as doses a administrar.

Preparacio das células de figado

As células do figado sdo normalmente preparadas a partir dos animais expostos a substincia em estudo 12-16
horas ap6s a administracdo da substancia em estudo. Geralmente serd necessario realizar uma primeira amos-
tra (normalmente 2-4 horas apds a exposicdo), que s6 ndo terd de ser utilizada quando haja uma resposta
positiva clara as 12-16 horas. Contudo, podem ser utilizados outros tempos de amostragem, desde que sejam
justificados com base em dados toxicocinéticos.
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2.1.

2.2

As culturas celulares de curta duracdo do figado de mamiferos sdo geralmente preparadas irrigando o figado
in situ com colagenase e deixando que algumas células livres separadas do figado hd pouco tempo se fixem a
uma superficie apropriada. As células do figado de animais do controlo negativo devem ter uma viabilidade
de pelo menos 50% (5).

Determinagio da UDS

As células de figado de mamifero isoladas hd pouco tempo sdo geralmente incubadas num meio que
contém *H-TdR durante um periodo adequado, por exemplo 3-8 horas. No final do periodo de incubacio, as
células sdo lavadas para remover o meio residual e depois incubadas num meio com excesso de timidina ndo
rotulada para diminuir a radioactividade ndo incorporada (“lavagem a frio”). As células sdo entdo enxaguadas,
fixadas e secas. Para os tempos de incubacdo mais prolongados, pode ndo ser necessdria a lavagem a frio. As
laminas sdo mergulhadas na emulsdo autoradiografica, expostas na obscuridade (ou seja, refrigeradas durante
7-14 dias), reveladas e coradas, apds o que se procede a contagem dos granulos de prata expostos. Devem ser
preparadas duas ou trés laminas de cada animal.

Anilise

As preparagdes devem conter um ndmero suficiente de células com morfologia normal para permitir uma
avaliagdo significativa da UDS. As preparacdes sdo examinadas microscopicamente para sinais de citotoxici-
dade evidente (por exemplo picnose, niveis diminuidos de radiacdo proveniente da timina rotulada).

As laminas devem ser codificadas antes da contagem dos granulos. Normalmente s3o contadas 100 células de
cada animal, de pelo menos duas laminas; se forem contadas menos de 100 células/animal, deve ser fornecida
uma justificagdo. As contagens dos granulos dos niicleos em fase S ndo sdo tomadas em consideracdo, mas a
proporgdo de células em fase S pode ser registada.

O grau de incorporacdo da *H-TdR nos nticleos e citoplasma das células morfologicamente normais, eviden-
ciado pelo depésito de granulos de prata, deve ser determinado por métodos apropriados.

As contagens de granulos sdo determinadas nos niicleos (granulos nucleares, NG) e em sectores do citoplasma
equivalentes ao nticleo (granulos citopldsmicos, CG). As contagens de CG sdo feitas no sector do citoplasma
mais rotulado ou fazendo a média de dois ou trés locais com granulos citopldsmicos escolhidos aleatoria-
mente junto a regido do nicleo. Outros métodos de contagem (por exemplo: contagem de células inteiras)
podem ser utilizados, se se justificarem (6).

DADOS

TRATAMENTO DOS RESULTADOS

Devem ser apresentados dados relativos a cada ldmina e a cada animal. Para além disso, todos os dados devem
ser apresentados sob a forma de um quadro. As contagens de granulagdo nuclear liquida (NNG) devem ser
calculadas para cada célula, para cada animal, para cada dose e para cada tempo de colheita subtraindo as
contagens CG das contagens NG. Se forem contadas as “células em reparagdo”, os critérios para definir essas
células devem ser justificados e baseados em dados histéricos ou dos controlos negativos realizados em para-
lelo com o ensaio. Os resultados numéricos podem ser avaliados através de métodos estatisticos. Os métodos
estatisticos a utilizar eventualmente devem ser escolhidos e justificados antes da realizac¢do do estudo.

AVALIACAO E INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

Os exemplos de critérios para a defini¢do de uma resposta como positiva/negativa incluem:

positiva i) Valores de NNG positivos, acima de um limiar pré-definido justificado com base nos dados
histéricos do laboratério;

ou ii) Valores de NNG significativamente superiores aos do controlo em paralelo;
negativa i) Valores de NNG iguaisfinferiores ao limiar de controlo histérico;

ou ii) Valores de NNG nio significativamente superiores aos do controlo em paralelo.

A importancia bioldgica dos dados deve ser considerada, ou seja, devem ser tomados em consideragdo para-
metros como a variagdo de animal para animal, a relacio dose[resposta e a citotoxicidade. Como auxilio para
a avaliacdo dos resultados dos ensaios, poderdo ser utilizados métodos estatisticos, embora a significincia esta-
tistica ndo deva ser o tinico elemento para a determinagdo de uma resposta positiva.
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Embora a maioria de experiéncias tenha resultados claramente positivos ou negativos, em casos raros o con-
junto dos dados ndo permitird que se obtenha uma opinido inequivoca sobre a actividade da substincia em
estudo, podendo acontecer que os resultados continuem a ser ambiguos ou duvidosos independentemente do
ntmero de vezes que a experiéncia seja repetida.

Um resultado positivo no ensaio UDS em células do figado de mamiferos in vivo indica que a substincia em
estudo induz danos no ADN das células do figado de mamiferos in vivo que podem ser reparados por sintese
ndo programada de ADN in vitro. Um resultado negativo indica que, nas condi¢des do ensaio, a substancia
em estudo ndo induz danos no ADN que sejam detectdveis pelo presente ensaio.

Deve ser discutida a probabilidade de a substancia em estudo ou os seus metabolitos alcangarem o sistema
circulatério geral ou especificamente o tecido objectivo (ou seja, a toxicidade sistémica).

3. APRESENTACAO DE RELATORIOS

RELATORIO DE ENSAIO
O relatério de ensaio deve incluir a seguinte informacéo:

Solvente/veiculo:
— justificagdo para a escolha do veiculo,

— solubilidade e estabilidade da substincia em estudo no solvente/veiculo, se conhecida.

Animais de ensaio:

— espécie/linha celular utilizada,

— namero, idade e sexo dos animais,

— origem, condi¢des de acomodagio, alimentagdo, etc.,

— peso de cada animal no inicio do ensaio, incluindo a gama de pesos, a respectiva média e o desvio-
-padrio para cada grupo.

Condigdes de ensaio:

— controlos positivos e negativos veiculo/solvente,

— resultados do estudo para defini¢do da gama de doses, quando tenha sido realizado,
— justificagdo para a seleccdo das doses,

— preparagdo da substancia em estudo,

— modo de administra¢do da substancia em estudo,

— justificacdo da via de administracdo escolhida,

— métodos usados para verificar se o agente em estudo atingiu o sistema circulatério geral, caso tenham
sido utilizados,

— conversdo da concentragdo da substincia em estudo na alimentacdofabeberacdo (ppm) para a dose real
(mg/kg peso corporal/dia), quando aplicdvel,

— qualidade dos alimentos e da 4gua,

— descrigdo pormenorizada dos calenddrios de tratamento e amostragem,
— métodos de medicdo da toxicidade,

— método de preparagdo e cultura das células do figado,

— técnica de autoradiografia utilizada,
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ntimero de laminas preparadas e niimero de células contabilizadas,
critérios de avaliacdo,

critérios definidos para que o estudo seja considerado positivo, negativo ou ndo conclusivo.

Resultados:

valores médios das contagens de grinulos nucleares, grinulos citopldsmicos e da granulagdo nuclear
liquida para cada lamina, animal e grupo,

relacdo dose-resposta, quando seja possivel de determinar,
andlise estatistica, quando tenha sido realizada,
sinais de toxicidade,

dados relativos aos controlos positivos e negativos (solvente[veiculo) realizados em paralelo com o
ensaio,

dados historicos relativos aos controlos positivos e negativos (solvente/veiculo) realizados em paralelo
com o ensaio, com as respectivas gama, valor médio e desvio-padrio,

ntimero de células “em reparagdo”, caso tenham sido contabilizadas,
ntmero de células em fase S, caso tenham sido contadas,

viabilidade das células.

Discussdo dos resultados.

Conclusdes.
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SV:

3.2.3.  Farligt

ANEXO 5

R65 Farligt: kan ge lungskador vid fortiring.

Flytande dmnen och beredningar som pa grund av sin ldga viskositet utgér en fara fér ménniska vid aspiration

a) For damnen och beredningar som innehéller alifatiska, alicykliska och aromatiska kolviten i en total kon-

centration av 10% eller mer och

— har en flodestid mindre 4n 30 sekunder, uppmaitt med en 3 mm utloppsbigare enligt ISO 2431, eller

— har en kinematisk viskositet ligre an 7x107® m?[s vid 40°C, uppmitt med en kalibrerad kapilldrvis-

kosimeter av glas , enligt ISO 3104 och ISO 3105, eller

— har en kinematisk viskositet ldgre &n 7x107® m?/s vid 40°C, bestdmd frén rotationsviskosimetri enligt
ISO 3219.

Amnen och beredningar, som uppfyller dessa kriterier, behéver dock inte klassificeras om de har en
genomsnitlig ytspanning hogre 4n 33 mN/m vid 25°C, uppmdtt med du Noiiytensiometer eller enligt de

testmetoder som finns beskrivna i bilaga V del A.5.

b) For dmnen och beredningar, baserat pé praktiska erfarenheter frin manniska.

(Versdo ES ndo afectada)
(Versdo DA ndo afectada)
(Versdo DE ndo afectada)
Versdo EL ndo afectada)
Versdo EN ndo afectada)

Versdo FR ndo afectada)

Versdo NL nio afectada)

(
(
(
(Versdo IT ndo afectada)
(
(Versdo PT ndo afectada)
(

Versdo FI ndo afectada)

FL:

3.2.6.1 Thon tulehtuminen

Seuraava vaaraa osoittava lauseka mairdytyy alla esiteltdvien perusteitten mukaan:

R38 Arsyttid ihoa

— Aineet ja valmisteet aiheuttavat ihon merkittdvin tulehtumisen enintdén neljin tunnin altistuksessa maa-
ritettynd kanilla liitteessd V mainitulla ihoérsytstestilld. Tulehdus kestdd vahintddn 24 tuntia.

Thon tulehdus on merkittivaa, jos:

a) punoituksen ja ruvenmuodostuksen tai turvotuksen voimakkuutta kuvaavien lukuarvojen keskiarvo

laskettuna kaikista koe-eldimistd on vihintidin 2;

b) tai kun liitteessd V tarkoitettua testid on tdydennetty kiyttimalld kolmea koe-eldinti, vahintddn kahden
koe-eldimen ihon punoituksen ja ruvenmuodostuksen tai turvotuksen voimakkuutta kuvaavien
lukuarvojen keskiarvo on, jokaiselle koe-eldimelle laskettuna erikseen, vihintédin 2.

Kummassakin tapauksessa keskiarvojen lasekmiseen on kaytettdvd kaikkia niitd lukuarvoja, jotka saadaan

arvioitaessa vaikutusta 24 tunnin, 48 tunnin ja 72 tunnin vilein.
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Tulehdusta pidetddn myos merkittivind, jos ihon tulehtuminen jatkuu ainakin kahdella koe-eldimelld
havainnointiajan pdittymiseen asti. Erityiset vaikutukset kuten esimerkiksi hyperplasia, hilseileminen, vérin
muutokset, halkeamat, ruvet ja karvojenldht6 on otettava huomioon.

Tahan liittyvid tietoja voidaan saada myos eldimilld tehtdvistd ei-akuuttisista altistuskokeista (katso lause-
ketta R48 koskevat huomautukset jaksossa 2.d). Vaikutuksia pidetddn merkittiving, jos ne vastaavat edelld
kuvattuja vaikutuksia.

— Aineet ja valmisteet, jotka aiheuttavat ihmisilli merkittdvad ihotulehdusta, kun kosketus on ollut viliton,
jatkuva tai toistuva.

— Orgaaniset peroksidit, paitsi jos on olemassa ndyttod siitd, ettd tillaista vaikutusta ei ole.
Tuntoharha (paresthesia’):

Pyretroiditorjunta-aineen ihokosketuksen aiheuttamaa tuntoharhaa ihmisessi ei pidetd drsytysvaikutuksena, joka
oikeuttaisi luokituksen Xi; R38. S-lauseketta S24 on kuitenkin sovellettava aineisiin, joilla on tillainen vaikutus.

(Versdo ES ndo afectada)
(Versdo DA ndo afectada)
(Versdo DE ndo afectada)
(Versdo EL ndo afectada)
(Vers3o EN ndo afectada)
(Versdo FR ndo afectada)
(Versdo IT ndo afectada)
(Versdo NL nio afectada)
(Versdo PT ndo afectada)

(Versdo SV ndo afectada)

No ponto 6.2 (Recomendacdes de prudéncia relativas a substdncias e preparagdes):

DE:
S 28 Bei Beriihrung mit der Haut sofort mit viel ... abwaschen (vom Hersteller anzugeben)

— Anwendungsbereich:

— schr giftige, giftige oder dtzende Stoffe und Zubereitungen;

— Verwendung:
— obligatorisch fiir sehr giftige Stoffe und Zubereitungen;

— empfohlen fiir sonstige obengenannte Stoffe und Zubereitungen, inbesondere, wenn Wasser nicht die geeignete
Spulflissigkeit ist;

— empfohlen fiir dtzende Stoffe und Zubereitungen, die an die allgemeine Offentlichkeit abgegeben werden.

(Versdo ES ndo afectada)
(Versdo DA ndo afectada)
(Versdo EL ndo afectada)
(Vers3o EN ndo afectada)
(Versdo FR ndo afectada)
(Versdo IT ndo afectada)

(Versdo NL ndo afectada)
(Versdo PT ndo afectada)
(Versdo FI ndo afectada)

(Versdo SV ndo afectada)
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FI:

S 29 Ei saa tyhjentid viemiriin

— Soveltamisala:
— erittdin helposti syttyvit tai helposti syttyvit veteen sekoittumattomat nesteet,
— erittdin myrkylliset tai myrkylliset aineet ja valmisteet,

— ympdristolle vaaralliset aineet.

— Kiéyton perusteet:

— pakollinen yleisessd kulutuksessa todennikoisesti kiytettiville ymparistolle vaarallisille ja tunnuksella N luokitel-
luille aineille, jollei kyseessa ole aineen tarkoitettu kaytto,

— suositeltava yleisessd kulutuksessa todennikoisesti kdytettaville muille edelld mainituille aineille tai valmisteille,
jollei kyseessi ole kemikaalin tarkoitettu kaytto.

(Versdo ES ndo afectada)

(Versdo DA ndo afectada)
(Versdo DE nido afectada)
(Versdo EL ndo afectada)
(Versdo EN ndo afectada)
(Versdo FR nio afectada)
(Versdo IT ndo afectada)

(Versdo NL ndo afectada)
(Versdo PT ndo afectada)

(Versdo SV néo afectada)
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ANEXO 6
«ANEXO IX

PARTE A

Disposigdes relativas aos fechos de seguranca para criangas

Para além do disposto no n.° 1, alinea e), do artigo 22.° da presente directiva, devem ser equipados com fechos de segu-
ranca para criangas todos os recipientes, qualquer que seja a sua capacidade, que contenham substancias que represen-
tem um risco de aspiracdo (Xn; R65) e estejam classificadas e rotuladas de acordo com o ponto 3.2.3. do anexo VI da
presente directiva, com excep¢do das substincias colocadas no mercado sob a forma de aerossdis ou em recipientes
equipados com um dispositivo de pulverizagio selado.

1. Embalagens para aberturas repetidas

Os fechos de seguranga para criangas utilizados em embalagens para aberturas repetidas devem obedecer & norma
ISO 8317 (edi¢do de 1 de Julho de 1989) relativa a embalagens seguras para criangas — exigéncias e métodos de
ensaio de embalagens para aberturas repetidas (Child-resistant packages — Requirements and methods of testing for
reclosable packages), adoptada pela Organizacdo Internacional de Normalizacdo (ISO).

2. Embalagens para uma tnica utilizagdo

Os fechos de seguranca para criangas usados em embalagens para uma tnica utilizagdo devem obedecer a norma
CEN EN 862 (edigdo de Marco de 1997) relativa a embalagens seguras para criangas — exigéncias e procedimentos
de ensaio de embalagens para uma tnica utilizacdo, usadas em produtos ndo farmacéuticos (Packaging — Child-
-resistant packaging — Requirements and testing procedures for non-reclosable packages for non-pharmaceutical products),
adoptada pelo Comité Europeu de Normalizacdo (CEN).

3. Observagdes

1. A comprovagdo da conformidade com a norma acima referida apenas pode ser certificada por laboratérios que
tenham provado que respeitam as normas europeias da série EN 45 000.

2. Casos particulares

Se parecer evidente que uma embalagem ¢ suficientemente segura para as criangas, por estas nio poderem ter
acesso ao seu contetdo sem a ajuda de um utensilio, o ensaio pode ndo ser efectuado.

Em todos os outros casos e quando houver razdes validamente justificadas para duvidar da eficicia do fecho de
seguranga para criancas utilizado, a autoridade nacional pode pedir ao responsavel pela colocagdo no mercado
o fornecimento de uma declaragio passada por um laboratério de ensaios do tipo acima definido em 3.1, certi-
ficando que:

— o tipo de fecho utilizado € tal que ndo necessita de ensaios segundo as normas ISO e CEN supramencio-
nadas,

ou

— o fecho em questdo foi sujeito a ensaios, sendo considerado conforme a norma supramencionada.

PARTE B

Disposicdes relativas aos dispositivos que permitem detectar os perigos pelo tacto

As prescri¢des téenicas relativas aos dispositivos que permitem detectar os perigos pelo tacto devem ser conformes a
norma EN ISO 11683 (edicdo de 1997) relativa a indicagbes de perigo detectdveis pelo tacto (Packaging — Tactile war-
nings of danger — Requirements).»
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DIRECTIVA 2000/33/CE DA COMISSAO

de 25 de Abril de 2000

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

(Texto relevante para efeitos do EEE)

A COMISSAO DAS COMUNIDADES EUROPEIAS,

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

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

Considerando o seguinte:

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

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

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

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

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

(3 JOL 199 de 30.7.1999, p. 57.

() JOL 358 de 18.12.1986, p. 1.

ADOPTOU A PRESENTE DECISAO:

Artigo 1.°

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

Artigo 2.°

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

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

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

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

Artigo 3.°

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

Artigo 4.°

Os Estados-Membros sdo os destinatdrios da presente directiva.

Feito em Bruxelas, em 25 de Abril de 2000.

Pela Comissdo
Margot WALLSTROM

Membro da Comissdo
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.5.3.1.

ANEXO 1

«B.40. CORROSIVIDADE CUTANEA

METODO

Introducio

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

Ver também a introdugdo geral, parte B.

Defini¢des

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

Substincias de referéncia

Nenhuma especificada, mas ver pontos 1.5.3.4 e 1.7.2.3.

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

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

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

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

Preparagio dos discos de pele

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

Procedimento de ensaio

Aplicagdo do material de ensaio

As substancias de ensaio liquidas (150 pl) sdo aplicadas na superficie epidérmica no interior do tubo (figura
2). Quando a substancia de ensaio for sélida, deverd ser aplicada uma quantidade suficiente para garantir a
cobertura de toda a superficie epidérmica. Por cima dessa substancia é depois acrescentada dgua desionizada
(150 pl) e os tubos sdo ligeiramente agitados. As substincias de ensaio deverdo estar em contacto com toda a
superficie da pele. No caso de algumas substancias sélidas, poderd ser necessirio aquecer a mistura a 30°C
para fluidificar a substancia ou ainda proceder a uma moagem para obten¢do de um material granular ou
pulverulento.
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1.5.3.2.

1.5.3.3.

1.5.3.3.1.

1.5.3.3.2.

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

Medi¢des TER

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

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

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

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

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

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

Aplicacdo e eliminagdo do corante sulforhodamina B

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

Célculo do teor em corante

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

Informagdo adicional

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

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

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

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

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

Modelo de pele humana

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

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

Procedimento de ensaio

Aplicagdo do material de ensaio

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

Medigdo da viabilidade celular

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

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

DADOS

Tratamento dos resultados

Ensaio TER em pele de rato

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

Ensaio em modelo de pele humana

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

Avaliagdo e interpretacao dos resultados

Ensaio TER em pele de rato

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

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

Ensaio em modelo de pele humana

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

APRESENTACAO DOS RESULTADOS

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

Substdncia de ensaio:

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

Condigdes do ensaio:
— procedimento de ensaio utilizado,

— descrigdo e justificacdo de eventuais modificacdes.
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Resultados:

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

descricdo de outros efeitos eventualmente observados.

Discussdo dos resultados.

Conclusdes.
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Figura 1
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Figura 2
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ANEXO II

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

METODO

Introducio

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

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

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

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

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

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

Definicdes

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Substincias de referéncia

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

1) (3) (13).

Consideragdes preliminares

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

Principio de método

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

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

Critérios de qualidade

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

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

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

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

Descri¢io do método
Preparagdo

Células

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

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

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

Meios e condi¢des de cultura

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

Preparacdo das culturas

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

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

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

Activacdo metabdlica

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

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

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

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

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

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

Irradiacdo com UV — Preparacgio

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

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

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

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

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

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

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

Condicdes de ensaio

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

Procedimento (')

Primeiro dia

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

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

Segundo dia

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

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

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

Terceiro dia

Anélise microscépica

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

Ensaio de absorcdo do vermelho neutro

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

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

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

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

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

(1) A referéncia bibliografica 12 contém informagdes complementares.
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2.3.1

RESULTADOS

Qualidade e quantidade dos resultados

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

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

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

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

Tratamento dos resultados

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

Avaliagio dos resultados (modelos de previsio)

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

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

EC,, (- UV)

() PIF B+ UV

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

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

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

50

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

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

Cmax (_ UV)

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

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

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

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

Interpretagdo dos resultados

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

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

RELATORIO

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

Substdncia em estudo:

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

— natureza fisica e pureza,

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

— estabilidade e fotoestabilidade, se conhecidas.

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

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

Células

— tipo e proveniéncia das células,

— auséncia de micoplasma,

— ntmero de passagens celulares, se conhecido,

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

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

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

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

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

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

— duragdo do tratamento quimico.

Condigdes de ensaio c¢) — irradiacdo:

— fundamentacio da escolha da fonte de radiagio utilizada,

— caracteristicas da irradidncia espectral da fonte de radiacio,

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

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

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

— duragdo da exposicio a radiagio UV/visivel,

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

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

Condigdes de ensaio d) — ensaio NRU:

— composi¢do do meio NR,

— duragdo da incubagdo em NR,

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

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

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

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

Resultados:

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

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

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

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

— classificagdo do potencial fototdxico,

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

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

Discussdo dos resultados.

Conclusdes.
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Apéndice

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

de substincias quimicas

Avaliagdo inicial
da substancia
(Q)SAR, fotoquimica

Espectros de

absorgdo UV/visivel Nao é necessario

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

A 4

Ensaio in vitro
(3] de fotogenotoxicidade

Ensaio de fotoalergia

o

Ensaios de inocuidade
no ser humano»
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(Actos cuja publicagdo ndo é uma condigio da sua aplicabilidade)

COMISSAO

DECISAO DA COMISSAO

de 19 de Maio de 2000

que corrige a Directiva 98/98/CE que adapta ao progresso técnico pela vigésima quinta vez
a Directiva 67/548/CEE do Conselho relativa a aproximacio das disposicdes legislativas,

regulamentares e administrativas respeitantes

classificacio, embalagem e rotulagem das

substincias perigosas

[notificada com o niimero C(2000) 1333]

(Texto relevante para efeitos do EEE)

(2000/368/CE)

A COMISSAO DAS COMUNIDADES EUROPEIAS,

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

Tendo em conta a Directiva 67/548/CEE do Conselho, de 27
de Junho de 1967, relativa a aproximacdo das disposi¢des
legislativas, regulamentares e administrativas respeitantes a
classificagdo, embalagem e rotulagem das substancias perigo-
sas (1), com a dltima redaccio que lhe foi dada pela Directiva
1999/33/CE do Parlamento Europeu e do Conselho (), e,
nomeadamente, o seu artigo 28.°,

Considerando o seguinte:

(1) O anexo VI da Directiva 67/548/CEE contém um guia
para a classificacdo e rotulagem das substancias e prepa-
ragdes perigosas. O anexo VI foi alterado pela dltima vez
pelo anexo 4 da Directiva 98/98/CE (). Os pontos 3.2.3,
3.2.8, 6.2 e 8 do anexo 4 da Directiva 98/98/CE estdo
incompletos. Consequentemente, é necessario corrigir o
anexo 4 da Directiva 98/98/CE.

(2)  As medidas previstas na presente decisio estdo de acordo
com o parecer do Comité de adaptagdo ao progresso téc-

(1) JO 196 de 16.8.1967, p. 1.
() JO L 199 de 30.7.1999, p. 57.
() JO L 355 de 30.12.1998, p. 1.

nico das directivas referentes a eliminag¢do dos entraves
técnicos ao comércio das substincias e preparacdes peri-
gosas,

ADOPTOU A PRESENTE DECISAO:

Artigo 1.°

O anexo 4 da Directiva 98/98/CE ¢ substituido pelo anexo da
presente decisdo.

Artigo 2.°

Os Estados-Membros sdo os destinatdrios da presente decisdo.

Feito em Bruxelas, em 19 de Maio de 2000.

Pela Comissdo
Margot WALLSTROM

Membro da Comissdo
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1.6.

1.7.2.

2.2.2.1.

ANEXO
«ANEXO 4

Em relacdo as substancias, os dados necessdrios para a classificagdo e rotulagem podem ser obtidos da seguinte
forma:

a) No que diz respeito as substincias relativamente as quais sdo exigidas as informacdes especificadas no
anexo VII, o “dossier de base” inclui a maioria dos dados necessdrios para a classificagdo e rotulagem. Esta
classificagdo e rotulagem poderdo ser revistas, se for caso disso, quando se dispuser de novas informagdes
(anexo VIII);

b) No que diz respeito a outras substancias (por exemplo, as substincias referidas no ponto 1.5), os dados
necessarios para a classificacdo e rotulagem podem ser, se for caso disso, obtidos de virias fontes, tais
como: resultados de ensaios anteriores, informagdes exigidas pela regulamentacdo internacional sobre o
transporte de matérias perigosas, informagdes provenientes de trabalhos de referéncia e da bibliografia e
informagdes baseadas na experiéncia prética. Podem também ser tidos em conta, sempre que adequado,
resultados de relagdes estrutura-actividade validados, bem como pareceres de peritos.

Em relagio as preparagdes, os dados necessarios para a classificagdo e rotulagem podem ser obtidos da
seguinte forma:

a) No que respeita aos dados fisico-quimicos, por aplicacdo dos métodos especificados no anexo V. No caso
das preparagdes gasosas, pode ser utilizado um método de cdlculo da inflamabilidade e das propriedades
oxidantes (ver capitulo 9);

b) No que respeita aos dados relativos aos efeitos na satide:

— por aplicagdo dos métodos especificados no anexo V efou por aplicagio do método convencional
referido no n.° 5, alineas a) a i), do artigo 3.° da Directiva 88/379/CEE ou, no caso da frase R 65, pela
aplicagdo das normas especificadas em 3.2.3,

— 1o entanto, tratando-se da avaliagdo de propriedades cancerigenas, mutagénicas e de toxicidade para
a reproducdo, aplicar-se-d o método convencional referido no n.° 5, alineas j) a q), do artigo 3.° da
Directiva 88/379/CEE.

Nota relativa d realizagdo de ensaios com animais

A realizacdo de ensaios com animais para a obtencdo de dados experimentais estd sujeita as disposicdes da
Directiva 86/609/CEE relativa a proteccdo dos animais utilizados para fins experimentais.

Aplicagdo dos critérios do guia relativamente as substancias

Os critérios orientadores definidos no presente anexo sdo directamente aplicdveis sempre que os dados em
questdo tenham sido obtidos por métodos de ensaio compardveis aos descritos no anexo V. Nos outros casos,
os dados disponiveis devem ser avaliados por compara¢io dos métodos de ensaio utilizados com os indicados
no anexo V e com as regras especificadas no presente anexo para a determinacdo da classificacdo e da rotula-
gem adequadas.

Em determinados casos poderdo surgir dividas quanto & aplicacdo dos critérios relevantes, em especial sempre
que estes tltimos necessitem da apreciagdo de peritos. Em tais casos, o produtor, o distribuidor ou o importa-
dor devem classificar e rotular provisoriamente a substancia com base na avaliagdo dos dados disponiveis por
uma pessoa competente.

Sem prejuizo do artigo 6.°, nos casos em que, na sequéncia da aplicacdo do procedimento supra, subsistam
preocupagdes sobre possiveis incoeréncias, deve apresentar-se uma proposta de inclusio da classificagdo provi-
soria no anexo L. A proposta deve ser apresentada a um Estado-Membro e ser acompanhada de dados cientifi-
cos adequados (ver também o ponto 4.1).

Pode adoptar-se um procedimento andlogo sempre que existam informacdes que suscitem ddvidas quanto a
adequagdo de uma entrada incluida no anexo L
Observagdes relativas aos perdéxidos

No que respeita as propriedades explosivas, os peroxidos organicos e suas preparagdes, na forma em que sdo
colocados no mercado, sio classificados de acordo com os critérios estabelecidos no ponto 2.2.1, com base
em ensaios efectuados em conformidade com os métodos que se apresentam no anexo V.
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No que se refere as propriedades oxidantes, os métodos do anexo V ndo sdo aplicaveis aos peréxidos organi-
Cos.

Quanto as substancias, os peréxidos orgdnicos ainda ndo classificados como explosivos sdo classificados como
perigosos com base na respectiva estrutura (por exemplo, R-O-O-H; R;-0-O-R,).

As preparagdes ainda ndo classificadas de explosivas devem ser classificadas através do método de calculo
baseado na percentagem de oxigénio activo descrito no ponto 9.5.

Os perdxidos orgnicos e suas preparacdes ainda ndo classificados de explosivos sio classificados de explosivos
se contiverem:

— mais de 5% de peréxidos organicos, ou

— mais de 0,5% de oxigénio disponivel dos peréxidos orgdnicos e mais de 5% de peréxidos de hidrogénio.

Substdncias nocivas

As substincias e preparacdes devem ser classificadas de nocivas, sendo-lhes atribuido o simbolo “Xn” e a indi-
cagdo de perigo “nocivo”, em conformidade com os critérios a seguir especificados. As frases indicadoras de
risco devem ser atribuidas de acordo com os seguintes critérios:

R 22 Nocivo por ingestdo

Resultados de toxicidade aguda:
— LDy, por via oral, no rato: 200<LDsy<2 000 mg/kg,

— dose discriminante, por via oral, no rato, 50 mg/kg: 100% de sobrevivéncia, mas efeitos toxicos eviden-
tes,

— sobrevivéncia inferior a 100% a 500 mg/kg, no rato, por via oral, através do procedimento de dosagem
fixa. Ver o quadro de avaliacio do método de ensaio B1 (a) do anexo V.

R 21 Nocivo em contacto com a pele

Resultados de toxicidade aguda:

— LDy, por contacto com a pele, no rato ou no coelho: 400 <LD5,< 2 000 mg/kg.

R 20 Nocivo por inalagdo

Resultados de toxicidade aguda:
— LG, por inalagdo, no rato, para aerossdis e particulas: 1<LCso< 5 mg/litro/4h,

LCs, por inalagdo, no rato, para gases e vapores: 2 <LCs,< 20 mg|/litro/4h.

R 65 Nocivo: pode causar danos nos pulmdes se ingerido

Substancias e preparagdes liquidas que apresentem para o homem um risco de aspiracdo em virtude da sua
baixa viscosidade, ou seja:

a) Substincias e preparacdes que contenham hidrocarbonetos alifiticos, aliciclicos e aromdticos numa con-
centracdo total equivalente ou superior a 10% e se caracterizem igualmente por:

— um tempo de escoamento inferior a 30 segundos num cone ISO de 3 mm em conformidade com a
norma ISO 2431, ou

— uma viscosidade cinemética inferior a 7x107% m?[s a 40°C, medida por um viscosimetro capilar cali-
brado em vidro em conformidade com a norma ISO 3104/3105, ou

— uma viscosidade cinemdtica inferior a 7x107% m?[s a 40°C, deduzida de medi¢des da viscosidade
rotacional em conformidade com a norma ISO 3219.

Nota: ndo é necessdrio classificar as substdncias e preparacdes que satisfazem estes critérios se a sua
tensdo superficial média, determinada com um tensiémetro de du Nuoy ou através dos métodos de

ensaio referidos na parte A.5 do anexo V, for superior a 33 mN/m a 25°C;

b) Outras substincias e preparacdes classificadas com base na experiéncia pratica em seres humanos.
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3.2.3.1.

3.2.6.1.

R 40 Possibilidades de efeitos irreversiveis

— Indicagdes evidentes da possibilidade de ocorrerem danos irreversiveis além dos referidos no capitulo 4
mediante exposi¢do pontual por uma via adequada, geralmente na gama de doses atrds referida.

Para indicar a via de administragdo/exposicdo deve utilizar-se umas das seguintes combinagdes: R 40/20, R
4021, R 40/22, R 40/20/21, R 40/20/22, R 40/21/22, R 40/20/21/22.

R 48 Risco de efeitos graves para a satide em caso de exposi¢do prolongada

— Possibilidade de ocorréncia de danos graves (distirbio funcional ou alteragdes morfoldgicas com impor-
tancia toxicoldgica) mediante a exposicdo repetida ou prolongada por uma via adequada.

As substancias e preparacdes devem calssificar-se, pelo menos, de nocivas sempre que se observem os referidos
efeitos para niveis da ordem de:

— via oral, no rato <50 mg/kg (massa corporal)/dia,
— via dérmica, no rato ou no coelho <100 mg/kg (massa corporal)/dia,

— inalagdo, no rato <0,25 mg/l, 6 h/dia.

Os valores-guia sdo directamente aplicdveis nos casos em que se observem lesdes graves num ensaio de toxici-
dade subcronica (90 dias). Ao interpretar os resultados de um ensaio de toxicidade subaguda (28 dias), devem
multiplicar-se os valores por um factor aproximado de 3. Os ensaios de toxicidade cronica (dois anos) disponi-
veis devem ser avaliados caso a caso. Se se encontrarem disponiveis resultados de estudos com diversas dura-
¢Oes, devem utilizar-se, em geral, os resultados do estudo de maior duragdo.

Para indicar a via de administracdofexposicdo deve utilizar-se uma das seguintes combinacdes: R 4820, R
4821, R 4822, R 48/20/21, R 48/20/22, R 48/21/22, R 48/20/21/22.

Observagdes respeitantes a substancias voldteis

No que respeita a determinadas substincias com elevada pressdo de vapor, poderdo existir dados referentes a
efeitos que constituam motivo de preocupagdo. Essas substancias poderdo ndo ser classificadas com base nos
critérios relativos aos efeitos na satide do presente guia (3.2.3) ou ndo serem abrangidas pelo ponto 3.2.8.
Contudo, quando essas substancias apresentem, comprovadamente riscos na manipulacio e na utilizagdo nor-
mais, poderd ser necessario classificd-las, caso a caso, no anexo L.

Inflamacgdo da pele
A frase indicadora de risco que se segue serd atribuida de acordo com os critérios subsequentes:

R 38 Irritante para a pele

— Substancias e preparagdes que provoquem inflamagdo significativa da pele, persistente durante pelo menos
24 horas apés um perfodo de exposi¢io ndo superior a quatro horas, no coelho, de acordo com o
método de ensaio de irritagio cutdnea referido no anexo V.

A inflamacdo da pele serd significativa se:

a) O valor médio, quer no caso da formacdo de escaras e eritema quer no caso da formagdo de edema,
calculado para o conjunto dos animais submetidos aos testes, for 2 ou mais, ou

b) Tiver sido observado um valor médio, calculado para cada animal separadamente, em dois ou mais
animais, quer no caso da formacdo de escaras e eritema quer no caso da formacio de edema, equiva-
lente a 2 ou mais, no caso de o ensaio do anexo V ter sido conduzido com trés animais.

Em ambos os casos, para o cdlculo dos respectivos valores médios, deverdo ser utilizados todos os valores
relativos a cada um dos efeitos, que tenham sido observados em cada momento de leitura (24, 48 e 72
horas).
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A inflamacdo da pele também serd significativa se persistir em pelo menos dois animais no final do
periodo de observacdo. Devem ser tomados em conta efeitos particulares, por exemplo, hiperplasia, desca-
macdo, altera¢des da cor, fissuras, cicatrizes e alopécia.

Podem também obter-se dados importantes com base em ensaios nio-agudos com animais (ver comentd-
rios a frase R 48, na seccdo 2.d). Os referidos dados sdo considerados significativos se os efeitos observa-
dos forem idénticos aos descritos supra.

— Substancias e preparagdes que provoquem inflamacdo significativa da pele, com base em observacdes efec-
tuadas em seres humanos, por contacto imediato, prolongado ou repetido.

— Perdxidos organicos, excepto quando existam dados que indiquem o contrario.

Parestesia: A parestesia causada no homem pelo contacto cutdneo com pesticidas piretrdides ndo é considerada
um efeito irritante que justifique a classificagdo como Xi; R 38. Deve, todavia, aplicar-se a frase S 24 a subs-
tancias que causem o referido efeito.

Outras propriedades toxicoldgicas

As substancias e preparagdes classificadas em conformidade com os pontos 2.2.1 a 3.2.7 precedentes efou os
capitulos 4 e 5 serdo atribuidas outras frases indicadoras de risco, de acordo com os seguintes critérios, basea-
dos na experiéncia obtida durante a compilacdo do anexo I:

R 29 Em contacto com a dgua liberta vapores toxicos

Para substancias e preparagdes que, em contacto com a dgua ou a humidade do ar, libertam gases toxicos ou
muito toxicos (por exemplo, fosforeto de aluminio, pentassulfureto de fésforo) em quantidades potencialmente
perigosas.

R 31 Em contacto com dcidos liberta gases toxicos

Para substancias e preparacdes que reagem com écidos, libertando gases toxicos (por exemplo, hipoclorito de
sodio, polissulfureto de bdrio) em quantidades potencialmente perigosas. Para substincias utilizadas pelo
pblico em geral, é mais adequada a frase S 50 [ndo misturar com ... (a especificar pelo fabricante)].

R 32 Em contacto com &cidos liberta gases muito toxicos

Para substincias e preparacdes que reagem com 4cidos, libertando gases muito téxicos (por exemplo, sais de
cianeto de hidrogénio, azida de sédio) em quantidades potencialmente perigosas. Para substancias utilizadas
pelo ptiblico em geral, é mais adequada a frase S 50 [ndo misturar com ... (a especificar pelo fabricante)].

R 33 Perigo de efeitos comulativos

Para substancias e preparagdes cuja acumulagdo no organismo humano seja provavel e possa causar preocupa-
¢Oes mas ndo seja suficiente para justificar o uso da frase R 48.

R 64 Pode causar danos nas criancas alimentadas com leite materno

Para substancias e preparacdes absorvidas pelas mulheres que possam interferir com a lactagio ou possam
encontrar-se presentes (nomeadamente na forma de metabolitos) no leite materno em quantidades que susci-
tem preocupagdes sobre a satide dos lactentes.

Para comentdrios sobre a frase R 64 e o respectivo uso (bem como, em alguns casos, a frase R 33), ver o
ponto 4.2.3.3.

R 66 A exposi¢do repetida pode causar secura ou fissuragdo cutineas

Para substancias e preparagdes que possam causar problemas em virtude dos seus efeitos de secura, desca-
magdo ou fissuragio cutdneas, mas que nio satisfazem os critérios da frase R 38:

com base em:
— observagdes praticas na sequéncia do manuseamento ou utilizagdo normais, ou

— dados importantes relativos aos efeitos cutaneos previsiveis.

Ver também os pontos 1.6 e 1.7.
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5.2.2.

5.2.2.1.

5.2.2.2.

R 67 Os vapores podem causar sonoléncia e tonturas

Para substincias e preparacdes voldteis que contenham componentes que causem sintomas inequivocos de
depressdo do sistema nervoso central por inalagdo, ainda ndo classificadas em matéria de toxicidade aguda por
inalagdo (R 20, R 23, R 26, R 40/20, R 39/23 ou R 39/26).

Podem utilizar-se as seguintes fontes de informacao:

a) Dados provenientes de estudos com animais que mostrem sintomas inequivocos de depressio do sistema
nervoso central por inalagdo, tais como letargia, descoordenagdo (incluindo perda do reflexo de endireita-
mento) e ataxia:

— quer com concentragdes/tempos de exposi¢do ndo superiores a 20 mg/l/4 h,

— quer no caso de o rdcio entre a concentracdo que causa os referidos efeitos, num periodo igual ou
inferior a 4 h, e a concentracio do vapor saturado (SVC), a 20°C, seja inferior ou igual a 1/10;

b) Dados provenientes de fontes bem documentadas relativos aos seus efeitos no homem (por exemplo, nar-
cose, sonoléncia, diminuicdo da vigilancia, perda de reflexos, descoordenagdo, vertigens), em condigdes de
exposi¢do compardveis as que causam os efeitos supramencionados em animais.

Ver também os pontos 1.6 e 1.7.
Para outras frases de risco suplementares, ver o ponto 2.2.6.

Se um produtor, distribuidor ou importador dispuser de informagdes que indiquem que uma substancia deve
ser classificada e rotulada em conformidade com os critérios enunciados nos pontos 4.2.1, 4.2.2 ou 4.2.3,
deve proceder a rotulagem proviséria da substincia de acordo com os referidos critérios, com base numa ava-
liagdo das evidéncias efectuada por uma entidade competente.

O fabricante, distribuidor ou importador deve apresentar aos Estados-Membros em cujo mercado a substancia
seja colocada, tdo breve quanto possivel, um documento sintese com todas as informagdes relevantes sobre a
mesma. O referido documento deve incluir uma bibliografia com todas as referéncias importantes, nomeada-
mente dados de relevo ndo publicados.

Além disso, um fabricante, distribuidor ou importador que disponha de novos dados de relevo para a classifi-
cagdo e rotulagem de uma substancia, em conformidade com os critérios estabelecidos nos pontos 4.2.1, 4.2.2
e 4.2.3, deve apresentar os referidos dados, tdo breve quanto possivel, aos Estados-Membros em cujo mercado
a substancia seja colocada.

Ambiente ndo-aqudtico

As substancias serdo classificadas como perigosas para o ambiente e caracterizadas pelo simbolo “N”, pela indi-
cagdo de perigo adequada e por frases indicadoras de risco de acordo com os critérios a seguir definidos:

R 54: Toxico para a flora

R 55: Toxico para a fauna

R 56: Toxico para os organismos do solo
R 57: Toxico para as abelhas

R 58: Pode causar efeitos nefastos a longo prazo no ambiente

Substancias que, com base nos elementos disponiveis relativos a sua toxicidade, persisténcia, acumulagio
potencial, bem como comportamento e destino previsiveis ou observados no ambiente, possam constituir um
perigo imediato ou a longo prazo efou retardado para a estrutura efou para o funcionamento dos ecossistemas
naturais, diferente dos abrangidos pelo ponto 5.2.1 supra. Posteriormente, serdo elaborados critérios mais por-
menorizados.

As substancias serdo classificadas como perigosas para o ambiente e caracterizadas pelo simbolo “N”, pela indi-
cagdo de perigo adequada e por frases indicadoras de risco de acordo com os critérios a seguir definidos:

R 59: Perigoso para a camada de ozono.

Substancias que, com base nos elementos disponiveis relativos as suas propriedades, bem como ao seu com-
portamento e destino previsiveis ou observados no ambiente, possam constituir um perigo para a estrutura
efou para o funcionamento da camada de ozono da estratosfera. Incluem-se as substincias enumeradas no
anexo I do Regulamento (CE) n.° 3093/94 do Conselho relativo a substancias que empobrecem a camada de
ozono (JO L 333 de 22.12.1994, p. 1) e suas alteracdes subsequentes.
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6.2. Frases de seguranca aplicdveis as substincias e preparacdes perigosas

S 1 Guardar fechado a chave
— Ambito de aplicagio:

— substancias e preparagdes muito toxicas, téxicas ou corrosivas.
— Critérios de utilizagdo:

— obrigatdria para as substancias e preparagdes atrds referidas, vendidas ao publico em geral.

S 2 Manter fora do alcance das criangas
— Ambito de aplicagdo:
— todas as substincias e preparagdes perigosas.
— Critérios de utilizacdo:
— obrigatdria para todas as substancias e preparacdes perigosas vendidas ao ptblico em geral que ndo

tenham sido apenas classificadas de perigosas para o ambiente.

S 3 Guardar em lugar fresco
— Ambito de aplicagio:
— perdxidos organicos,
— outras substincias e preparacdes perigosas com ponto de ebulicdo <40°C.
— Critérios de utilizagdo:
— obrigatéria para os peréxidos orgdnicos, excepto no caso da utilizagdo da frase S 47,

— recomendada para outras substincias e preparacdes perigosas com ponto de ebulicdo <40°C.

S 4 Manter fora de qualquer zona de habitacio
— Ambito de aplicagio:
— substancias e preparagdes muito toxicas e toxicas.
— Critérios de utilizagdo:
— geralmente limitada a substincias e preparagdes muito téxicas e toxicas, como complemento da frase
S 13 em casos adequados, nomeadamente quando existam riscos de inalacio e a substancia ou prepa-

ragdo deva ser armazenada em locais distantes das zonas habitacionais. Esta indica¢do ndo tem por
objectivo excluir a utilizacdo adequada dessas substancias ou preparacdes em zonas habitacionais.

S 5 Manter sob ... (liquido apropriado a especificar pelo produtor)
— Ambito de aplicagio:

— substéncias e preparagdes s6lidas que se inflamem espontaneamente.
— Critérios de utilizacdo:

— limitada, normalmente, a casos especiais, por exemplo, sddio, potdssio ou fésforo branco.

S 6 Manter sob ... (gds inerte a especificar pelo produtor)
— Ambito de aplicagio:

— substéncias e preparacdes perigosas que devam ser mantidas numa atmosfera inerte.
— Critérios de utilizagdo:

— limitada, normalmente, a casos especiais, por exemplo, determinados compostos organometlicos.
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S 7 Manter o recipiente bem fechado
— Ambito de aplicagio:
— perdxidos organicos,

— substancias e preparagdes que possam libertar gases muito téxicos, toxicos, nocivos ou extremamente
inflamdveis,

— substancias e preparagdes que, por absor¢do de humidade, libertem gases extremamente inflaméveis,
— solidos facilmente inflamdveis.

— Critérios de utilizagdo:
— obrigatdria para os perdxidos organicos,

— recomendada para os restantes ambitos de aplicacdo referidos.

S 8 Manter o recipiente ao abrigo da humidade

— Ambito de aplicagio:
— substancias e preparagdes que possam reagir violentamente com a dgua,
— substancias e preparagdes que, em contacto com a dgua, libertem gases extremamente inflamdveis,
— substancias e preparagdes que, em contacto com a dgua, libertem gases muito tdxicos.

— Critérios de utilizacdo:

— limitada, normalmente, aos ambitos de aplicagdo supra-referidos, quando é necessario reforgar as indi-
cagdes de risco das frases R 14 e R 15 em particular, mas também da R 29.

S 9 Manter o recipiente num local bem ventilado

— Ambito de aplicagio:
— substancias e preparagdes voldteis que possam libertar vapores muito toxicos, téxicos ou nocivos,
— liquidos extremamente inflamdveis ou muito inflaméveis e gases extremamente inflaméveis.

— Critérios de utilizago:

— recomendada para as substancias e preparagdes voldteis que possam libertar vapores muito toxicos,
toxicos ou nocivos,

— recomendada para liquidos extremamente inflamdveis ou muito inflamdveis ou gases extremamente
inflaméveis.

S 12 Nao fechar o recipiente hermeticamente

— Ambito de aplicagio:

— substancias e preparagdes que possam provocar a explosio do recipiente, por libertacio de gases ou
vapores.

— Critérios de utilizagdo:

— limitada normalmente, aos casos especiais acima referidos.

S 13 Manter afastado de alimentos e bebidas, incluindo os dos animais
— Ambito de aplicagio:

— substancias e preparagdes muito toxicas, toxicas e nocivas.
— Critérios de utiliza¢do:

— recomendada para substancias e preparacdes que possam ser utilizadas pelo ptblico em geral.
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S 14 Manter ao abrigo de ... (matérias incompativeis a indicar pelo produtor)
— Ambito de aplicagio:
— perdxidos organicos.
— Critérios de utilizacdo:
— obrigatdria para os peréxidos organicos e normalmente limitada aos mesmos. Contudo, pode ser ttil

em casos excepcionais, se a incompatibilidade produzir riscos especificos.

S 15 Manter afastado do calor

— Ambito de aplicagdo:

— substancias e preparagdes que possam decompor-se ou reagir espontaneamente sob a ac¢do do calor.
— Critérios de utilizagdo:

— limitada normalmente, a casos especiais, como os monémeros, ndo sendo atribuida se as frases indi-

cadoras de risco R 2, R 3 efou R 5 jé tiverem sido aplicadas.

S 16 Manter afastado de qualquer chama ou fonte de ignicio — Nio fumar

— Ambito de aplicagio:
— liquidos extremamente inflamdveis ou muito inflamdveis e gases extremamente inflaméveis.
— Critérios de utilizagdo:
— recomendada para as substancias e prepara¢des referidas, ndo sendo atribuida se as frases indicadoras

de risco R 2, R 3 efou R 5 jd tiverem sido aplicadas.

S 17 Manter afastado de matérias combustiveis

— Ambito de aplicagio:

— substancias e preparacdes que possam constituir misturas explosivas ou espontaneamente inflaméveis
com matérias combustiveis.

— Critérios de utilizacdo:

— a utilizar em casos especiais, por exemplo, para reforcar as frases R 8 e R 9.

S 18 Manipular e abrir o recipiente com prudéncia
— Ambito de aplicagio:
— substancias e preparagdes que possam produzir uma sobrepressdo no recipiente,
— substancias e preparagdes que possam dar origem a perdxidos explosivos.
— Critérios de utilizagdo:
— normalmente limitada aos casos atrds referidos, sempre que existam riscos de danos para os olhos

efou as substancias e preparagdes possam ser utilizadas pelo ptblico em geral.

S 20 Nao comer nem beber durante a utilizacio
— Ambito de aplicagio:

— substancias e preparagdes muito téxicas, téxicas ou corrosivas.
— Critérios de utilizacdo:

— normalmente limitada a casos especiais (por exemplo, arsénio e compostos de arsénio; fluoroacetatos),
em particular substancias e preparagdes que possam ser utilizadas pelo ptblico em geral.
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S 21 Nao fumar durante a utilizacio
— Ambito de aplicagio:

— substancias e preparagdes cuja combustdo origine produtos t6xicos.
— Critérios de utilizagdo:

— limitada normalmente, a casos especiais (por exemplo, compostos halogenados).

S 22 Nio respirar as poeiras
— Ambito de aplicagio:
— todas as substancias e preparacdes s6lidas perigosas para a satide.
— Critérios de utiliza¢do:
— obrigatdria para as substancias e preparacdes atrds referidas a que tenha sido atribuida a frase R 42,

— recomendada para as substincias e preparagdes atrds referidas fornecidas numa forma pulverulenta
inaldvel e cujos riscos para satide na sequéncia da inalacdo se desconhecem.

S 23 Nio respirar os gases/vapores/fumosfaerosséis [termos(s) apropriado(s) a indicar pelo produtor]
— Ambito de aplicagio:

— todas as substincias e preparagdes liquidas e gasosas perigosas para a satde,
— Critérios de utilizagdo:

— obrigatdria para substincias e preparacdes atrds referidas a que tenha sido atribuida a frase R 42,

— obrigatdria para substancias e preparacdes destinadas a utilizagdo por pulverizagdo. Como comple-
mento, devem prescrever-se as frases S 38 ou S 51,

— recomendada quando seja necessdrio chamar a aten¢do do utilizador para riscos decorrentes da ina-
lacdo ndo referidos nas frases indicadoras de risco atribuidas.

S 24 Evitar o contacto com a pele
— Ambito de aplicagio:

— todas as substancias e preparagdes perigosas para a satde.
— Critérios de utilizagdo:

— obrigatéria para todas as substincias e preparagdes a que tenha sido atribuida a frase R 43, salvo se
tiver sido também atribuida a frase S 36,

— recomendada quando seja necessdrio chamar a atengdo do utilizador para riscos decorrentes do con-

tacto com a pele (por exemplo, parestesia) ndo referidos nas frases indicadoras de risco atribuidas. No
entanto, poderd ser utilizada para reforcar tais frases.

S 25 Evitar o contacto com os olhos

— Ambito de aplicacio:

— todas as substéncias e preparacdes perigosas para a satde.

— Critérios de utilizagdo:

— recomendada quando seja necessdrio chamar a atengdo do utilizador para riscos decorrentes do con-
tacto com os olhos, ndo referidos nas frases indicadoras de risco obrigatérias. No entanto, poderd ser
utilizada para reforgar tais frases,

— recomendada para substincias e preparagdes corrosivas as quais tenham sido atribuidas as frases R
34, R 35, R 36 ou R 41 que possam ser utilizadas pelo publico em geral.
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S 26 Em caso de contacto com os olhos, lavar imediata e abundantemente com dgua e consultar um
especialista

— Ambito de aplicagdo:
— substancias e preparagdes corrosivas ou irritantes.
— Critérios de utilizagdo:
— obrigatdria para substancias e preparacdes corrosivas a que tenha sido atribuida a frase R 41,

— recomendado para substincias e preparagdes irritantes a que tenha jd sido atribuida a frase R 36.

S 27 Retirar imediatamente todo o vestudrio contaminado
— Ambito de aplicagdo:

— substancias e preparagdes muito toxicas, téxicas ou corrosivas.
— Critérios de utilizacdo:

— obrigatéria para substancias e preparagdes muito téxicas a que tenha sido atribuida a frase R 27 e
que possam ser utilizadas pelo ptblico em geral,

— recomendada para substancias e preparacdes muito tdxicas, utilizadas na inddstria, a que tenha sido
atribuida a frase R 27. Contudo, esta frase de seguranca ndo deve ser utilizada se tiver sido atribuida
a frase S 36,

— recomendada para substancias e preparacdes toxicas a que tenha sido atribuida a frase R 24, bem

como para substancias e preparagdes corrosivas que possam ser utilizadas pelo piblico em geral.

S 28 Apés contacto com a pele, lavar imediata e abundantemente com ... (produtos adequados a
especificar pelo produtor)

— Ambito de aplicagio:

— substancias e prepara¢des muito téxicas, toxicas ou corrosivas.
— Critérios de utilizagdo:

— obrigatdria para substincias e preparagdes muito toxicas,

— recomendada para as restantes substancias e preparagdes supra-referidas, em especial quando a dgua
ndo for o fluido de lavagem mais indicado,

— recomendada para substincias e preparacdes corrosivas que possam ser utilizadas pelo publico em

geral.

S 29 Nio deitar os residuos no esgoto

— Ambito de aplicagio:
— liquidos extremamente inflamdveis ou muito inflaméveis imisciveis com a dgua,
— substéncias e prepara¢des muito tdxicas e toxicas,
— substancias perigosas para o ambiente.

— Critérios de utilizagdo:

— obrigatdria para substancias perigosas para o ambiente e caracterizadas pelo simbolo “N”, que possam
ser utilizadas pelo publico em geral, excepto se for essa a sua previsivel utilizagdo,

— recomendada para as outras substincias e preparagdes supra-referidas que possam ser utilizadas pelo
publico em geral, excepto se for essa a sua previsivel utilizagdo.
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S 30 Nunca adicionar dgua a este produto
— Ambito de aplicagdo:
— substancias e preparagdes que reajam violentamente com a dgua.
— Critérios de utilizacdo:
— normalmente limitada a casos especiais (por exemplo, dcido sulfiirico); pode ser utilizada, se ade-

quado, para fornecer informagdes tdo claras quanto possivel, tanto para reforcar a frase R 14 ou
como alternativa a frase R 14.

S 33 Evitar acumulacio de cargas electrostdticas

— Ambito de aplicagio:
— substancias e preparagdes extremamente inflamdveis ou muito inflamaveis.
— Critérios de utilizacdo:
— recomendada para substincias e prepara¢des utilizadas na inddstria que ndo absorvam humidade. Pra-

ticamente nunca utilizada para substincias e preparacdes colocadas no mercado para utilizacdo pelo
publico em geral.

S 35 Este produto e o seu recipiente devem ser eliminados de modo seguro
— Ambito de aplicago:
— todas as substdncias e preparacdes perigosas.
— Critérios de utiliza¢do:
— recomendada para substincias e preparacdes cuja eliminacdo adequada necessite de directrizes especi-

ficas.

S 36 Usar vestudrio de protecgio adequado
— Ambito de aplicagdo:
— perdxidos organicos,
— substancias e preparagdes muito toxicas, toxicas ou nocivas,
— substancias e preparagdes corrosivas.
— Critérios de utilizagdo:
— obrigatdria para substincias e preparagdes muito toxicas e corrosivas,
— obrigatdria para substincias e prepara¢des a que tenham sido atribuidas as frases R 21 ou R 24,

— obrigatéria para substincias cancerigenas, mutagénicas ou tdxicas para a reproducdo da categoria 3,
excepto se os referidos efeitos ocorrerem apenas por inalagdo das mesmas,

— obrigatdria para os perdxidos organicos,

— recomendada para substincias e preparagdes toxicas se o valor de LDs, dérmico for desconhecido,
mas a substdncia ou preparacdo puder ser nociva por contacto com a pele,

— recomendada para as substancias e preparacdes utilizadas na indstria que sejam potencialmente noci-

vas para a satide em caso de exposi¢do prolongada.

S 37 Usar luvas adequadas

— Ambito de aplicagio:
— substancias e preparagdes muito toxicas, toxicas, nocivas ou corrosivas,
— perdxidos organicos,

— substancias e preparagdes irritantes da pele ou que causem sensibilizagdo por contacto com a pele.
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— Critérios de utilizacdo:
— obrigatdria para substincias e prepara¢des muito tdxicas e corrosivas,

— obrigatdria para substancias e preparagdes a que tenham sido atribuidas as frases R 21, R 24 ou R

)

— obrigatdria para substancias cancerigenas, mutagénicas ou tdxicas para a reprodu¢do da categoria 3,
excepto se os referidos efeitos ocorrerem apenas por inalagio das mesmas,

— obrigatdria para os peréxidos organicos,

— recomendada para substancias e preparacdes toxicas se o valor de LDs, dérmico for desconhecido
mas a substdncia ou preparacdo puder ser nociva por contacto com a pele,

— recomendada para substincias e preparacdes irritantes para a pele.

S 38 Em caso de ventilacdo insuficiente, usar equipamento respiratério adequado
— Ambito de aplicagio:

— substancias e preparagdes muito toxicas e toxicas.
— Critérios de utilizacdo:

— limitada normalmente, a casos especiais de utilizacdo de substancias e prepara¢des muito toxicas ou
toxicas, na inddstria ou na agricultura.

S 39 Usar um equipamento protector para a vista/face
— Ambito de aplicago:
— perdxidos organicos,

— substancias e preparagdes corrosivas, incluindo substancias e preparagdes irritantes, que apresentem
riscos de danos graves para os olhos,

— substancias e preparagdes muito toxicas e toxicas.
— Critérios de utilizacdo:

— obrigatdria para substancias e preparagdes a que tenham sido atribuidas as frases R 34, R 35 ou R
41,

— obrigatdria para os per6xidos organicos,

— recomendada quando seja necessrio chamar a atengdo do utilizador, para riscos decorrentes do con-
tacto com os olhos, nido referidos nas frases indicadoras de risco atribuidas,

— limitada normalmente, a casos excepcionais de substdncias e preparagdes muito téxicas e toxicas,
quando existir o risco de salpicos e quando estas substancias e preparagdes forem facilmente absorvi-
das através da pele.

S 40 Para limpeza do chio e objectos contaminados por este produto, utilizar ... (a especificar pelo
produtor)

— Ambito de aplicagio:
— todas as substéncias e preparagdes perigosas.
— Critérios de utilizagdo:

— limitada normalmente, as substancias e preparagdes perigosas para as quais a dgua ndo seja conside-
rada um agente de limpeza adequado (por exemplo, quando for necessdrio recorrer a absorgdo por
uma matéria pulverulenta, a dissolugdo num solvente, etc.) e aos casos em que, por razdes de saide
efou seguranga, for importante fazer uma adverténcia no rétulo.

S 41 Em caso de incéndio e/ou explosdo ndo respirar os fumos
— Ambito de aplicagio:

— substancias e preparagdes perigosas que libertem gases muito toxicos ou tdxicos durante a com-
bustdo.

— Critérios de utilizagdo:

— geralmente limitada a casos especiais.
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S 42 Durante as fumigacdes|pulverizacdes usar equipamento respiratério adequado [termo(s) ade-
quado(s) a indicar pelo produtor]

— Ambito de aplicagdo:

— substancias e preparacdes destinadas a estas utiliza¢gdes mas que possam prejudicar a satide e a segu-
ranga do utilizador se ndo forem tomadas medidas de precaugdo apropriadas.

— Critérios de utilizagdo:

— limitada, normalmente, a casos especiais.

S 43 Em caso de incéndio, utilizar ... (meios de extingdo a especificar pelo produtor. Se a dgua
aumentar os riscos, acrescentar: “Nunca utilizar dgua”)

— Ambito de aplicagio:
— substancias e preparacdes extremamente inflamaveis, facilmente inflaméveis e inflimaveis.
— Critérios de utilizacio:

— obrigatdria para substancias e preparagdes que, em contacto com a dgua ou a humidade do ar, liber-
tem gases extremamente inflamaveis,

— recomendada para as substincias e preparagdes extremamente inflaméveis, facilmente inflamdveis e
inflamdveis, especialmente quando imisciveis com a dgua.

S 45 Em caso de acidente ou de indisposi¢do, consultar imediatamente o médico (se possivel, mos-
trar-lhe o rétulo)

— Ambito de aplicagdo:

— substancias e preparacdes muito téxicas,

— substancias e preparagdes toxicas e corrosivas,

— substancias e preparagdes que causem sensibiliza¢do por inalagdo.
— Critérios de utilizacdo:

— obrigatdria para as substincias e prepara¢des acima referidas.

S 46 Em caso de ingestdo, consultar imediatamente o médico e mostrar-lhe a embalagem ou o rétulo
— Ambito de aplicagio:

— todas as substincias e preparagdes perigosas, excepto as muito toxicas, toxicas, corrosivas ou perigo-
sas para o ambiente.

— Critérios de utilizagdo:

— obrigatéria para todas as substincias e preparacdes acima referidas que possam ser utilizadas pelo
publico em geral, excepto se ndo existirem motivos para recear perigos decorrentes da respectiva
ingestdo, nomeadamente por criangas.

S 47 Conservar a uma temperatura que ndo exceda ...°C (a especificar pelo produtor)
— Ambito de aplicagio:

— substéncias e preparacdes que se tornem instdveis a uma determinada temperatura.
— Critérios de utilizagdo:

— limitada normalmente, a casos especiais (por exemplo, determinados perdxidos organicos).

S 48 Manter himido com ... (material adequado a especificar pelo produtor)
— Ambito de aplicagio:

— substéincias e preparagdes que possam tornar-se muito sensiveis a faiscas, fricgdo ou choque, no caso
de secarem.

— Critérios de utilizagdo:

— limitada normalmente, a casos especiais, por exemplo, nitroceluloses.
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S 49 Conservar unicamente no recipiente de origem
— Ambito de aplicagio:
— substancias e preparagdes sensiveis a decomposicdo catalitica.
— Critérios de utilizacdo:
— substancias e prepara¢des sensiveis a decomposi¢do catalitica, por exemplo, determinados peréxidos

organicos.

S 50 Nao misturar com ... (a especificar pelo produtor)
— Ambito de aplicagdo:

— substancias e preparagdes que possam reagir com o produto especificado e libertar gases muito toxi-
cos ou toxicos,

— perdxidos organicos,
— Critérios de utilizacdo:

— recomendada para as substancias e preparagdes acima referidas que possam ser utilizadas pelo ptblico
em geral, nos casos em que for uma melhor alternativa as frases R 31 ou R 32,

— obrigatdria para determinados perdxidos que possam reagir violentamente com aceleradores ou pro-
motores de processos.

S 51 Utilizar somente em locais bem ventilados
— Ambito de aplicagio:

— substincias e preparagdes que possam ou se destinem a libertar vapores, poeiras, aerossois, fumos,
névoas, etc. com riscos por inalagdo ou com riscos de incéncio ou explosio.

— Critérios de utilizacdo:

— recomendada quando a frase S 38 ndo for adequada. Importante para substincias e preparacdes que
possam ser utilizadas pelo ptiblico em geral.

S 52 Nio utilizar em grandes superficies nos locais habitados
— Ambito de aplicagio:

— substéncias voldteis, muito tdxicas, txicas e nocivas e a preparacdes que as contenham.
— Critérios de utilizagdo:

— recomendada quando a satde puder ser prejudicada por uma exposi¢io prolongada a estas substan-
cias, devido & sua volatilizagdo a partir de grandes superficies tratadas, em habitacdes ou noutros
locais fechados onde possam estar pessoas.

S 53 Evitar a exposi¢io — Obter instrucdes especificas antes da utilizacio
— Ambito de aplicagio:
— substéncias e preparagdes carcinogénicas, mutagénicas e/ou com efeitos toxicos na reproducio
— Critérios de utilizacdo:
— obrigatéria para as substancias e preparagdes acima referidas a que tenha sido atribuida, pelo menos,
uma das frases R seguintes: R 45, R 46, R 49, R 60 ou R 61.
S 56 Eliminar este p.roduto e o seu recipiente enviando-os para um local de recolha de residuos peri-
g0s0S ou especiais
— Ambito de aplicagio:
— todas as substancias e preparacdes perigosas.
— Critérios de utilizagdo:

— recomendada para todas as substancias e preparacdes perigosas que possam ser utilizadas pelo
publico em geral e que necessitem de uma eliminacio especial.
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S 57 Utilizar um recipiente adequado para evitar a contaminacio do ambiente
— Ambito de aplicagdo:

— substancias a que tenha sido atribuido o simbolo “N”.
— Critérios de utilizacdo:

— geralmente limitada a substancias e preparagdes que ndo possam ser utilizadas pelo ptblico em geral.

S 59 Solicitar ao produtor/fornecedor informacdes relativas a recuperagio/reciclagem
— Ambito de aplicagio:

— todas as substincias e preparagdes perigosas.
— Critérios de utilizacdo:

— obrigatdria para substincias perigosas para a camada de ozono,

— recomendada para outras substincias e preparagdes cuja recuperagio|reciclagem seja aconselhdvel.

S 60 Este produto e o seu recipiente devem ser eliminados como residuos perigosos
— Ambito de aplicagdo:

— todas as substincias e preparagdes perigosas.
— Critérios de utilizagdo:

— recomendada para substincias e preparagdes que ndo sejam utilizadas pelo ptblico em geral as quais
ndo tenha sido atribuida a frase S 35.

S 61 Evitar a libertacdo para o ambiente. Obter instrucdes especificas/fichas de seguranca
— Ambito de aplicagio:
— substancias e preparagdes para o ambiente.
— Critérios de utilizacdo:
— geralmente utilizada para substancias a que tenha sido atribuido o simbolo “N”,
— recomendada para todas as substancias classificadas como perigosas para o ambiente ainda ndo abran-

gidas.

S 62 Em caso de ingestdo, ndo provocar o vémito. Consultar imediatamente um médico e mostrar-lhe
a embalagem ou o rétulo

— Ambito de aplicagio:

— substéncias e preparacdes classificadas como nocivas com a frase indicadora de risco R 65 de acordo
com os critérios definidos no ponto 3.2.3,

— ndo se aplica as substancias e preparacdes colocadas no mercado em recipientes para aerosséis ou em
recipientes dotados de um dispositivo de pulverizacio selado, ver seccdes 8 e 9.

— Critérios de utilizagdo:

— obrigatéria para a substancias e preparagdes supramencionadas se forem vendidas ou susceptiveis de
serem utilizadas pelo ptiblico em geral, excepto se forem obrigatérias as frases S 45 ou S 46,

— recomendada para as substancias e preparagdes supramencionadas quando foram utilizadas na indds-

tria, excepto se forem obrigatérias as frases S 45 ou S 46.

S 63 Em caso de acidente por inalacio, transferir o acidentado para um local bem ventilado e
manté-lo em repouso

— Ambito de aplicacio:
— substancias e preparacdes muito tdxicas e toxicas (gases, vapores, particulas, liquidos volateis),

— substéncias e preparagdes que causem sensibilizagdo respiratdria.
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— Critérios de utilizacdo:

— obrigatéria para substincias e preparagdes a que tenham sido atribuidas as frases R 26, R 23 ou R 42

e que possam ser utilizadas pelo ptblico em geral de um modo que possa resultar na sua inalacio

S 64 Se engolido, lavar a boca com dgua (apenas se a pessoa se encontrar consciente)
— Ambito de aplicago:
— substancias e preparagdes corrosivas ou irritantes.

— Critérios de utilizacdo:

— recomendada para as substincias e preparacdes supra que possam ser utilizadas pelo pablico em geral

e relativamente as quais seja adequado o tratamento referido.

Escolha das frases de segurana

Na seleccdo das frases de seguranca deverd atender-se as frases indicadoras de risco incluidas no rétulo e tam-

bém a utilizacdo prevista para a substincia ou preparacdo:

— como regra geral, serd suficiente um mdaximo de quatro frases S para a recomendagdo de prudéncia mais

adequada; para este efeito, as frases combinadas do anexo IV serdo consideradas frases simples,

— 1o caso das frases S relativas a eliminacdo, deve utilizar-se uma tnica frase, excepto se for claro que a eli-
minagdo do produto e do seu recipiente ndo apresenta perigos para a saide humana e para o ambiente.
O fornecimento de recomendagdes relativas a eliminacdo segura é importante, nomeadamente, no caso

das substancias e preparagdes vendidas ao publico em geral,

— algumas frases R tornam-se supérfluas se for feita uma seleccdo cuidadosa das frases S e vice-versa; as fra-
ses S que correspondam claramente a frases R s6 figurardo no rétulo no caso de se pretender reforgar

uma determinada adverténcia,

— na seleccdo das frases de seguranca correspondentes a determinadas substancias e preparagdes, serd neces-
sdrio ter em especial atengdo as condi¢bes pervisiveis de utilizacdo, por exemplo, por pulverizacio e

outros efeitos de aerossol. A escolha das frases deverd atender a utilizacdo prevista,

— asfrases S 1, S 2 e S 45 sdo obrigatérias para todas as substancias e prepara¢des muito téxicas, toxicas e

corrosivas vendidas ao ptblico em geral,

— as frases S 2 e S 46 sdo obrigatdrias para todas as outras substancias e preparagdes perigosas (a excep¢do
das substéncias e preparagdes apenas classificadas de perigosas para o ambiente) vendidas ao ptblico em

geral.

Sempre que as frases seleccionadas de acordo com os critérios restritos referidos no ponto 6.2 resultarem em
redundancias ou ambiguidades ou se revelarem manifestamente desnecessdrias em virtude do cardcter especi-

fico do produto ou da embalagem, podem suprimir-se algumas frases.

CASOS ESPECIAIS: Substancias

Garrafas de gis

No caso das garrafas de gds, considera-se que as exigéncias em matéria de rotulagem sdo satisfeitas se forem

conformes ao artigo 23.° ou ao n.° 6, alinea b), do artigo 24.°

Todavia, por derrogacdo aos n.° 1 e 2 do artigo 24.°, pode utilizar-se uma das seguintes alternativas para gar-

rafas de gds de capacidade inferior ou igual a 150 litros de dgua:

— o formato e as dimensdes do rétulo podem ser conformes ao disposto na norma ISO/DP 7225,

— as informagdes referidas no n.° 2 do artigo 23.° podem ser inscritas num distico ou rétulo ndo destacdvel

da garrafa.
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Garrafas de gis destinadas ao propano, butano ou gds de petréleo liquefeito (GPL)

Estas substancias estdo classificadas no anexo I. Embora sejam classificadas em conformidade com o artigo 2.°,
ndo apresentam riscos para a sadde humana quando colocadas no mercado em garrafas recarregaveis ou em
cartuchos ndo recarregdveis, na acep¢do da norma EN 417, como gases combustiveis apenas utilizados para
fins de combustdo.

Estas garrafas ou cartuchos devem ser rotulados com o simbolo adequado e igualmente com as frases R e S
que indicam a inflamabilidade. Ndo é necessdrio inscrever no rétulo informagdes relativas aos efeitos sobre a
sade humana. Todavia, as informagdes relativas aos efeitos sobre a satide humana que deveriam figurar no
rétulo terdo de ser comunicadas ao utilizador profissional pelo responsavel pela colocacdo da substincia no
mercado, recorrendo ao modelo previsto no artigo 27.° da directiva. Devem fornecer-se ao consumidor infor-
magdes que lhe permitam adoptar todas as medidas necessdrias em matéria de satide e seguranca previstas no
n.° 3 do artigo 1.° da Directiva 91/155/CEE, alterada pela Directiva 93/112/CEE.

Metais macigos

Estas substincias, ou estdo classificadas no anexo I ou deverdo sé-lo nos termos do artigo 6.° No entanto,
embora algumas das substancias em causa tenham sido classificadas nos termos do artigo 2.°, ndo apresentam
perigos para a saide humana por inalagdo, ingestdo ou contacto com a pele, bem como para o ambiente
aquético, na forma em que sdo colocadas no mercado. Tais substincias ndo necessitam de ser rutoladas em
conformidade com o artigo 23.° Todavia, todas as informagdes que deveriam figurar no rétulo devem ser
comunicadas ao utilizador pelo responsédvel pela colocagdo do metal no mercado, num formato previsto no
artigo 27.°

Substincias caracterizadas com a frase R 65

As substéncias classificadas como nocivas em virtude do risco de aspiragdo ndo necessitam de ser classificadas
como nocivas e caracterizadas pela frase R 65 nos rétulos, se forem colocadas no mercado em recipientes para
aerosséis ou em recipientes dotados de um dispositivo de pulverizagio selado.».
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